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2
Man entdeckt keine neuen Erdteile, ohne den Mut zu haben, alle Küsten aus den Augen zu
verlieren. - André Gide
Erfahrung ist das was du bekommst, wenn du nicht bekommen hast, was du wolltest. Und
Erfahrung ist nicht selten das Wertvollste, was du anzubieten hast.
- Randy Pausch (aus Last lecture)
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1 Einleitung und Zielsetzung
Die Morbidität und die Mortalität in der Patientengruppe mit terminalem Nierenversagen sind
unverändert hoch [AGODOA u. EGGERS 1995]. Dabei komplizieren chronische Transplantatdys-
funktionen, Infektanfälligkeit, eine hohe Kreislaufmorbidität und endotheliale Dysfunktionen das
Krankheitsbild. Auffallend ist, dass nicht die Abnormalität im Lipidmetabolismus sondern vielmehr
die Prävalenz vaskulärer Erkrankungen das gesteigerte Mortalitätsrisiko ausmacht. Epidemiologisch
erhöhen Entzündungsepisoden das kardiovaskuläre Risiko [RIDKER et al. 1998]. Homocystein, ein
Faktor, der die Atherogenese bei Patienten mit normaler Nierenfunktion unterstützt, wird in der
Patientengruppe verstärkt synthetisiert [MANNS et al. 1999]. Oxidativer Stress und eine post-
translationale Modifikation von Proteinen zu Amadori Endprodukten (AGEs = advanced glyca-
ted endproducts) sind zusätzliche Risikofaktoren der vaskulären Dysfunktion, die im Weiteren eine
Entzündung auslösen.
Die Beziehung zwischen Malnutrition und vaskulären Erkrankungen bei Patienten mit chroni-
scher Niereninsuffizienz (CNI) ist relativ unklar. Dagegen gibt es klare Hinweise dafür, dass die
Inflammation mit serologischen und anthropometrischen Veränderungen positiv mit dem Zustand
der Malnutrition korreliert [STENVINKEL et al. 1999]. Serumproteine wie Präalbumin, Trans-
ferrin, Retinol-bindendes Protein und Albumin sind reduziert. Ihr Fehlen unterhält ihrerseits die
Akutphasereaktion [MOSHAGE et al. 1987]. C-reaktives Protein (CRP), Serum-Amyloid-A, Fi-
brinogen und verschiedene Zytokine (Interleukin (IL)1, Tumornekrosefaktor (TNF)α, IL6) sind
bei Entzündung erhöht und damit im engeren Sinn Akutphaseproteine. Die Population mange-
lernährter Patienten mit terminalem Nierenversagen zeigte eine erhöhte Inzidenz kardiovaskulärer
Komplikationen, was zu dem Schluss führt, dass entweder die Malnutrition vaskuläre Erkrankungen
provoziert oder die vaskulären Irritationen selbst den Status der Malnutrition und Inflammation
unterhalten. Entzündungsprozesse des dialysepflichtigen Patienten gründen auf der Tatsache des
Verlustes der Nierenfunktion selbst, können Folge der Nierenersatztherapie oder völlig unabhängig
von beiden sein. Wie bereits erwähnt, führt die Reduktion der glomerulären Filtration zu einer Ak-
kumulation proinflammatorischer Verbindungen oder Stoffwechselprodukte. AGEs wie Pentosidin
sind oft mit einem Diabetes mellitus assoziiert. Sie entstehen durch die nichtenzymatische Gly-
kooxidation von Glukose oder anderer Kohlenhydrate mit basischen Aminosäuren wie Lysin mit
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Markerexpression
proinflammatorischer antiinflammatorischer
Monozyten
CD14++CD16+ CD14++CD16-
CD14dimCD16+
Tabelle 1: Subpopulationen peripherer Blutmonozyten (Erläuterung siehe Text)
anschließender spontaner Amadori-Umlagerung. Die Niere spielt normalerweise eine entscheidende
Rolle im Metabolismus der AGEs [MIYATA et al. 1998]. Da die Pentosidine (u.a. AGEs) an hö-
her molekulare Proteine wie Albumin gebunden sind, kann die Dialyse nicht zu deren Elimination
beitragen. Im Weiteren aktivieren AGEs mononukleäre Zellen und initiieren damit auf direktem
Weg die Mikroinflammation [MIYATA et al. 1998]. Es bleibt jedoch unklar, warum die Akkumula-
tion dieser Verbindungen, die bei allen Patienten mit CNI beobachtet werden kann, nur bei einem
Teil der Patientengruppe zu einer Akut-Phase-Reaktion und Hypoalbuminämie führt. Das Erkran-
kungsbild des chronischen Nierenversagens korreliert positiv mit der gesteigerten TNFα Synthese,
die in direkter Verbindung zu einer monozytären Aktivierung steht und damit eine Verbindung
zwischen der reduzierten bis fehlenden Nierenfunktion und dem Fortschreiten der Entzündungsant-
wort liefert [WITKO-SARSAT et al. 1999]. Geringe Konzentrationsänderungen der Zytokine als
Inflammationsmarker sagen zukünftige Gefäßalterationen vorher [RIDKER 2001]. Die endothelia-
len Alterationen (spontan oder nach hypertonen Episoden) mit sukzessiver Invasion des Endothels
durch Makrophagen spielen eine ausschlaggebene Rolle in der Entwicklung der Atherosklerose. Fol-
ge der Atherosklerose ist nicht selten eine Hypertonie. Es gibt verschiedene Wege, über die eine
Inflammation vaskuläre Alterationen provoziert. Neben Veränderungen in der Struktur und Funk-
tion der Lipoproteine sowie der Komposition der Plasmaproteine sind veränderte Antigenprofile
auf den Thrombozyten, neutrophilen Granulozyten und mononukleären Zellen ursächlich beteiligt.
Chronische Nierenerkrankungen sind zusätzlich zur Mikroinflammation durch fulminante hormo-
nelle Imbalancen charakterisiert. Bei CNI kommt es bereits sehr früh zu einer Phosphatretention,
die durch einen relativen Vitamin D-Mangel verursacht wird. Die aktive Form des Vitamin D
wird physiologisch durch eine Hydroxylierung in Position 1 von bereits einfach in der Leber (in
Position 25) hydroxyliertem Vitamin D synthetisiert. Chronische Nierenerkrankungen gehen fast
immer mit einem Verlust dieser Synthesekapazität einher. Infolge des Vitamin D-Mangels und
der Hyperphosphatämie entwickelt sich eine Hypocalcämie, die ursächlich für die vermehrte Pa-
rathormon (PTH)-Sekretion verantwortlich ist. Pathomorphologisch kommt es zu einer nodulären
Hypertrophie der Parathyroidea. Die intranodulären Zellen exprimieren weniger Vitamin D- und
Calcium-Sensing-Rezeptoren bei erhöhter Proliferationsrate verglichen zu extranodulären Zellen.
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Hypocalcämie, relativer Vitamin D-Mangel und Hyperphosphatämie gelten als wesentliche Fakto-
ren für die Entwicklung des sekundären Hyperparathyroidismus. Begleitend entstehen kompensa-
torisch sogenannte turn-over-Osteopathien. Vitamin D-Analoga und Calcimimetika sind Mittel
der Wahl in der Therapie des sekundären Hyperparathyroidismus. In dieser Arbeit wurden die
pleiotropen Effekte der Vitamin D-Analoga untersucht, da bereits deren antiinflammatorisches und
antiproliferatives Potenzial bekannt ist. Hierfür entwickelten wir ein in-vitro-Modell für Monozyten
in Primärkultur, da derzeit lediglich Erfahrungen mit Monozyten von Ratte und Maus existieren.
Monozyten als Ziel- und Effektorzellen der Immunabwehr besitzen eine definierte Expression
von Oberfächenantigenen, die als solche hauptsächlich als Mustererkennungsrezeptoren fungieren.
Der proinflammatorische Phänotyp exprimiert neben dem Endotoxinrezeptor (CD14), den nied-
rigaffinen Fc(γ)-Rezeptor (Fc(γ)R)III (CD16), der monomeres Immunglobulin (Ig)G sowie poly-
meres IgG oder Immunkomplexe bindet. Gesunde exprimieren 8 % proinflammatorische (Cluster
of differentiation (CD)14++CD16+) Monozyten [SCHERBERICH 2003], die die Eigenschaften
von Gewebsmakrophagen besitzen. Zusätzlich kann man CD14++CD16- (CD14highCD16low) und
CD14diminished(dim)CD16+ (CD14lowCD16high) Monozyten unterscheiden. Bei Patienten, die un-
ter verschiedenen, bisweilen sogar maskierten Entzündungsprozessen oder -krankheiten leiden, stei-
gen proinflammatorische monozytäre Subpopulationen (CD14++CD16+, CD14dimCD16+) auf bis
zu 40 % der Gesamtmonozyten im peripheren Blut. Weiterhin zeigen Patienten unter Nierenersatz-
therapie Zeichen einer verzögerten bis gehemmten humoralen und zellulären Immunantwort. Eine
erhöhte Suszeptibilität für bakterielle Infektionen, eine gehemmte Hepatitis B Virus-Impfantwort,
eine defizitäre Phagozytose, ein gesteigertes Krebs-Risiko, eine gehemmte B- und T-Zellaktivität
und eine gestörte Natürliche Killer (NK)-Zell-Aktivität sind die Folge.
Um Indikatoren der Mikroinflammation bei Patienten unter Nierenersatztherapie (Hämodialyse
(HD), kontinuierlich ambulante Peritonealdialyse (CAPD)) bei bisweilen parallelem sekundären
Hyperparathyroidismus frühzeitig erkennen zu können, wurde die Expression funktioneller mono-
zytärer Oberflächenantigene wie dem Human Leucocyte Antigen (HLA)-DR, CD14, CD16, CD80,
CD86, Toll-like-Rezeptor (TLR)2 (intra- und extrazellulär) und TLR4 (intra- und extrazellulär)
untersucht. Erstmalig wurde die in vivo und in vitro Membranproteinexpression der drei Subpopu-
lationenen CD14++CD16-, CD14++CD16+, CD14dimCD16- betrachtet. Außerdem wurden La-
borparameter wie die PTH-, CRP-, Calcium-, Kreatinin- und Phosphatkonzentrationen im Serum
bewertet. Parallel wurde der Status der Mikroinflammation und das Therapieregime zur Behand-
lung des sekundären Hyperparathyroidismus nachgestellt. Weitere mikroinflammatorische Hinweise
wurden aus dem Zytokinprofil (IL1, IL6, IL10, TNFα, Transforming Growth Factor (TGF)β) im
Zellkulturüberstand erhofft. Transmissionselektronenmikroskopisch wurde nach einem ultrastruk-
turellen Korrelat zur Entzündungssituation des chronisch Nierenkranken gesucht.
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2.1 Makrophagen und progressive Nierenerkrankungen
Sowohl immunologische als auch multifaktorielle nichtimmunologische Mechanismen tragen zur
Progression von Nierenerkrankungen bei [KLAHR et al. 1988, REMUZZI u. BERTANI 1998]. Pro-
gressive Nierenveränderungen verschiedenster Ätiologien werden durch Faktoren wie Hämodynamik
[HOSTETTER et al. 1981], die Aktivierung des Renin Angiotensin Aldosteron Systems (RAAS)
und das Vorhandensein einer progressiven Proteinurie bestimmt [WILLIAMS u. COLES 1994,
REMUZZI et al. 1997]. RISDON et al. [1968] untersuchten die Niere erstmals histologisch. V.a.
Makrophagen des renalen Interstitiums sind an der Initiation sowie Progression entzündlicher und
ischämischer Nierenerkrankungen ausschlaggebend beteiligt. Alle chronischen Nierenerkrankungen
haben eine tubulointerstitielle Schädigung gemein, die durch die Infiltration von Entzündungszellen,
die Atrophie der Tubuli und schließlich interstitielle Narbenbildung gekennzeichnet sind. Dabei
greifen Entzündungsprozesse auf umliegende Nephrone einschließlich ihres peritubulären Intersti-
tiums über. Währenddessen infiltrieren Monozyten respektive Makrophagen den renalen perivas-
kulären Raum bei erhöhter interstitieller Expression von Interzellulären Zelladhäsionsmolekül(en)
(ICAM-1 = Intercellular cell adhesion molecule(s)) und Vaskulären zellulären Zelladhäsionsmole-
kül(en) (VCAM-1 = Vascular cell adhesion molecule(s)) [MERVAALA et al. 1999]. Kompensato-
risch entwickelt sich oft eine glomeruläre Hyperfiltration mit der Gefahr einer Glomerulosklerose
und kapillärer Hypertension [NATH 1998]. Das terminale Nierenversagen folgt dem progredienten
Verlust von Nephronen. Die lokale Proliferation von Makrophagen und Myofibroblasten induziert
eine Nephrofibrose mit renaler Dysfunktion [WU et al. 1997]. Nach ANTUS et al. [2001] modu-
liert Angiotensin (Ang)II, als Produkt aktivierter Monozyten, renale Entzündungsantworten und
provoziert eine weitere Makrophagenmigration. Somit ist AngII bei weitem nicht nur ein Effek-
tormolekül des RAAS, sondern vielmehr ein Gewebshormon und lokaler Wachstumsfaktor, der die
Nierenfunktion beeinflusst [CAO u. COOPER 2001].
NISHIDA et al. [2002] zeigten jedoch, dass Mäuse mit einer Gendeletion für den Angiotensin
(AT)1-Rezeptor auf Makrophagen im Gegensatz zu Wild Typ Mäusen gravierendere Formen der
interstitiellen Fibrose nach Obstruktionen im Urogenitaltrakt entwickelten. Makrophagen scheinen
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daher auch einen protektiven Effekt im Nierenparenchym zu haben und antifibrotisch zu wirken. Das
Potenzial des Monozyten respektive Makrophagen nephroprotektiv zu wirken, bezeichnet OLIVER
[2002] als unerwartete Wendung im Theorem der monozytären Fibrosierungseffekte. Das Kanin-
chenmodell der Glomerulonephritis von HOLDSWORTH et al. [1981] beispielsweise unterstützte
lange Zeit die alte Theorie der schädigenden Makrophagenwirkung. Die protektiven Mechanismen
sind vielfältig wie die Fähigkeit, tote Zellen und Debris zu phagozytieren. NISHIDA et al. [2002]
zeigten im Umkehrschluss, dass eine AT1a-Rezeptordefizienz die Migrations- und Phagozytoseka-
pazität von Makrophagen hemmen. Außerdem sind Makrophagen Quelle des Hepatozytenwachs-
tumsfaktor (HGF = hepatocyte growth factor), der eine Konversion von Nierenepithel in Nierenme-
senchym hemmt [CHEN et al. 1996] und antifibrotisch wirkt [MIZUNO et al. 1998, YANG u. LIU
2002]. Makrophagen wirken angiogenetisch und sind dadurch in der Lage eine Neovaskularisierung
zu forcieren.
Eine gesunde Niere beherbergt gewebsassoziiert nur wenige Leukozyten und dann hauptsäch-
lich mononukleäre Zellen. Viele Studien sehen v.a. die T-Zelle als Effektorzelle des chronischen
Nierenversagens. Auch wenn die Bedeutung renaler Makrophagen noch wenig erforscht ist, so ist
dennoch belegt, dass diese Zellpopulation entscheidend in die Progression des Organversagens (nach
Nierentransplantation, Beeinflussung von Blutfluss und Apoptose) eingebunden ist. Dabei ist die
Bindungskinetik von CD14 durch Antikörper vom Reifegrad des Monozyten abhängig [EARDLEY
u. COCKWELL 2005]. Dies wird durch YANG et al. [1998a] bestätigt, die bei subtotal nephrek-
tomierten Ratten starke Makrophageninfiltrationen und Myofibroblastakkumulationen sowohl glo-
merulärer als auch interstitieller Natur mit einhergehender Schädigung des Nierenparenchyms fan-
den. SHAPPELL et al. [1998] bestätigten Erdleys Theorie einer v.a. monozytären Beteiligung,
da T-Zell-defiziente Mäuse die Kaskade des chronischen Nierenversagens trotzdem durchliefen.
Monozyten migrieren im Bereich der postkapillären Venulen ins Entzündungsgebiet. Dabei ex-
primieren Endothelzellen und subendotheliales Gewebe über ihre aktivierten Chemokinrezeptoren
Adhäsionsmoleküle, die eine gerichtete Migration unterstützen. Das endotheliale Selektin bindet
monozytäre Liganden. Dabei muss man die transiente P-Selektinexpression, die konstitutive L-
Selektinexpression und die durch IL-1β und TNFα aktivierte E-Selektinexpression unterscheiden
[TAM 1994]. Alle drei Selektine unterstützen das Rolling am Gefäßendothel. Danach beginnt der
Prozess des Trapping, der letztendlich zu einer Adhäsion der Leukozyten führt. Dies geschieht
durch Interaktionen zwischen endothelialen VCAM-1, ICAM-1 und leukozytären Gegenproteinen
wie β1-Integrin und β2-Integrin. Endotheliale Rezeptoren werden durch TNFα und IL1β reguliert.
Die Diapedese letztendlich erfolgt durch das Lymphozytenfunktions-assoziierte-Anigen (LFA =
Lymphocyte function-associated antigen)-1 [WEBER u. SPRINGER 1998]. Das Very late antigen
(VLA)-4 der Monozyten unterstützt dabei die laterale Migration. Die Transmigration wird in der
5
2 Literaturübersicht
Frühphase durch das Plättchen-Endothel-Zelladhäsionsmolekül (PECAM-1 = platelet-endothelial-
cell-adhesion molecule-1) auf dem luminalen Endothel reguliert. Letztendlich vermitteln v.a. pro-
inflammatorische Zytokine und das Komplementsystem den Übertritt [WEBER et al. 1999]. Auch
das RAAS erhöht die Expression von Adhäsionsmolekülen auf Endothel- und proximalen Tubulu-
sepithelzellen und ist chemotaktisch wirksam für Makrophagen [RUIZ-ORTEGA et al. 2000].
Schlussendlich ist es möglich, den Mechanismus der renalen Fibrosierung in vier Phasen zu un-
terteilen [EDDY 2000], in die Phase der zellulären Aktivierung und Gewebsalteration, die Phase
der Freisetzung von löslichen Faktoren, die Phase der Fibrogenese und die Phase der renalen De-
struktion.
Die erste Phase stellt die der zellulären Aktivierung und Gewebsalteration dar, während derer
Monozyten einwandern und zu Makrophagen reifen und Myofibroblasten das Interstitium infil-
trieren. Im Weiteren folgt eine Freisetzung löslicher Faktoren (Wachstumshormone und Zytokine),
die eine Bindegewebsproliferation initiieren und damit die dritte Phase der renalen Fibrosierung
einleiten. Eine erhöhte Matrixproteinsynthese mit gehemmtem Matrixproteinturnover geht hiermit
einher. In der vierten Phase kommt es zu einer terminalen Destruktion des renalen Gewebes mit
tubulärer und kapillärer Obliteration.
Die noch vitalen Nephrone adaptieren funktionell und strukturell, verlieren dabei die Kapazität
den glomerulären Fluss und Druck zu regulieren und werden dadurch empfänglich für die Aus-
wirkungen von systemischer und damit einhergehender glomerulärer Hypertension [HOSTETTER
et al. 1981].
2.2 Mustererkennungsrezeptoren und andere Rezeptoren
monozytärer Zellen
Als Immunsystem (immunis = frei, verschont, unberührt) bezeichnet man das biologische Abwehr-
system, das Gewebsschädigungen durch Krankheitserreger verhindert. Diese Schutzfunktion hat
sich im Laufe der Evolution zu einem komplexen Sytem entwickelt. Schon einfache Organismen
besitzen die Mechanismen der angeborenen Immunabwehr, die im Verlauf der Entwicklung wei-
tesgehend konserviert sind. Es bestehen zahlreiche Gemeinsamkeiten zwischen der Immunabwehr
von Insekten und der angeborenen Immunabwehr der Vertebraten. Dazu zählen anatomische und
physiologische Barrieren wie Epithelien, humorale Faktoren wie Komplement und Abwehrzellen
(Makrophagen, dendritische Zellen, Granulozyten, Natürliche Killer (NK)-Zellen und Mastzellen).
Somit kann der Organismus Pathogene unspezifisch bekämpfen. Strategisch werden repetetive Mus-
ter, wie Mannose oder Glukan, genutzt, die als Pathogen-assoziierte Muster (PAMP(s) = pathogen
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associated molecular pattern(s)) erkannt werden. Zielmolekül hierfür sind die Mustererkennungsre-
zeptoren (PRR(s) = pattern recognition receptor(s)). Man nimmt an, dass bis zu 90% aller Infektio-
nen durch die angeborene Immunabwehr erkannt und bekämpft werden. Die spezifische oder adap-
tive Immunität entwickelte sich phylogenetisch aus den angeborenen Mechanismen. Die adaptive
Immunität besitzt spezifische Erkennungsmechanismen für Pathogene auf zellulärer Ebene durch B-
und/oder T-Zellen. Nach antigener Stimulation können sich naive T-Zellen in T-Helferzellen (Th)1
oder 2 oder regulatorische T-Zellen entwickeln. Th1-Zellen kontrollieren intrazelluläre Infektionen
und sind in Entzündungsprozesse involviert. Th2-Zellen schützen vor extrazellulären parasitären
Infektionen und sind an allergischen Reaktionen beteiligt.
Aber erst die Schnittstellen beider, strategisch unterschiedlich arbeitenden Systeme der angebo-
renen und erworbenen Immunität, gewährleisten ein funktionales Optimum.
2.2.1 Der Lipopolysaccharid (LPS)-Rezeptor - CD14
Das 53 Kilo-Dalton (kDa) große Glykoprotein CD14 ist kein klassisches Transmembranprotein [HA-
ZIOT et al. 1988], da es nur eine hydrophobe Aminosäuresequenz besitzt. Die für eine transmem-
branäre Domäne obligatorische Stop-Transfer-Sequenz (zweite hydrophobe Domäne) fehlt. Somit
ist CD14 über einen alternativen Mechanismus (Glykosyl-Phosphatidylinositol-Anker (GPI)) mit
der Zellmembran verankert [HAZIOT et al. 1988]. Das Protein ist an ein Oligosaccharid glykosi-
disch gebunden. Das Oligosaccharid ist wiederum über Phosphatidylinositol gebunden [SCHUTT
u. SCHUMANN 1993]. GPI-verankerte Proteine und bestimmte second-messenger-Proteine assozi-
ieren in Mikrodomänen (detergent insoluble glycolipid rafts). Diese Aggregate sind Sphingolipid-
und Cholesterol-reich [STEFANOVA u. HOREJSI 1991]. N-terminal befindet sich ein 152 Ami-
nosäuren langes Fragment, das dem funktionellen LPS-Rezeptor entspricht [VIRIYAKOSOL u.
KIRKLAND 1996].
Monozytenaktivierungs- bzw. Differenzierungsagenzien führten zu einer Reduktion des LPS-
Rezeptors CD14 (Shedding). Eine Inkubation der Monozyten mit LPS (100 nanogramm (ng)/ Mil-
liliter (ml)) für drei Stunden provozierte einen 54 %igen Verlust des Oberflächen-Antigens CD14
[BAZIL u. STROMINGER 1991].
Nach BAZIL u. STROMINGER [1991] gibt es drei Mechanismen, die verantwortlich scheinen für
den Verlust der CD14-Oberflächenmoleküle, dem der Internalisierung nach Bindung eines Liganden,
dem der vermehrten Abschilferung des Rezeptors von der Zelloberfläche (Shedding) und dem der
Konformationsänderung des spezifischen Epitops für Antikörper gegen CD14.
Durch radioaktives Jod (I125) konnte bestätigt werden, dass v.a. die Abschilferung von lösli-
chem CD14 (sCD14) für die Reduktion der CD14-Oberflächenexpression verantwortlich ist. BAZIL
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u. STROMINGER [1991] konnten auch nachweisen, dass das für das Shedding verantwortliche
Enzym membranassoziiert ist. Entgegen der Ergebnisse von BAZIL u. STROMINGER [1991] pos-
tulierten MARCHANT et al. [1992], dass die Zugabe von 10 ng/ml LPS zum Vollblut einen Anstieg
der CD14-Expression provoziert. Dabei war die durch LPS verursachte Modulation dosisabhängig.
Bereits 10 pikogramm (pg)/ml induzierten einen signifikanten Anstieg, der sein Maximum bei 0,1
bis 1 µg erreichte. Neben MARCHANT et al. [1992] zeigten auch BRUGGER et al. [1991] und BIR-
KENMAIER et al. [1992] an normalen peripheren Blutmonozyten, KIELIAN u. BLECHA [1995]
an Alveolarmakrophagen und ZIEGLER-HEITBROCK et al. [1994b] an monozytenähnlichen Zell-
linien einen Anstieg der CD14 Expression.
Durch partielle Blockierung der Monozyten mit Antikörpern gegen CD14 entstand eine Teilpopu-
lation CD14-freier und eine Teilpopulation besetzter Monozyten. ANTAL-SZALMAS et al. [2000]
konnten anhand der TNFα-Synthese solcher Monozyten zeigen, dass eine geringere Rezeptorver-
fügbarkeit die Sensitivität gegenüber geringeren LPS-Konzentrationen erhöht.
Nur CD14++(CD16-) Monozyten sind nach GANGLOFF et al. [2005] in der Lage das glat-
te LPS, das durch gramnegative Bakterien hauptsächlich exprimiert wird, mit hoher Sensitivität
zu binden und zwischen verschiedenen LPS-Formen zu unterscheiden. CD14- = CD14negativ (=
CD14dimCD16+) Monozyten sind dazu weniger in der Lage (bis zu 500-fach weniger) und können
nicht zwischen LPS-Varianten unterscheiden. VASSELON et al. [1997] gehen sogar weiter und sa-
gen, dass ein Trypsin-sensitives Membranprotein (neben CD14) zur Signaltransduktion essentiell
ist. Nach AMAR et al. [2001] handelt es sich um eine 78 kDa große, gering affine Domäne des
LPS-Rezeptors. AMAR et al. [2001] nannten diese membrane organizing extension spike protein
(Moesin). Moesin ist unabhängig von CD14. SCHLETTER et al. [1995] fanden ein 80 kDa großes
Membranprotein, das die Lipid A-Domäne des LPS bindet. Möglicherweise handelt es sich beim
Moesin und dem 80 kDa großen Protein um den selben Rezeptor.
2.2.2 Der HLA-DR Rezeptor
Chromoson 6 trägt verschiedene Gene, die Oberflächenproteine einer Vielzahl von Zellen kodieren.
Diese Proteine variieren individuell und sind für jedes Individuum hochspezifisch. Die entsprechen-
den Gene sind die major histocompatibility complex (MHC)-Gene auf einer 3,6 Mega Basenpaare
umfassenden Desoxyribonukleinsäure (DNA) Sequenz [BECK u. TROWSDALE 2000]. RHODES u.
TROWSDALE [1999] sprechen dagegen von 8 Megabasenpaaren bei zusätzlicher Berücksichtigung
der MHC-flankierenden Genomregionen.
Die Gene für die HLA-Moleküle sind hochpolymorph, d.h. es existieren verschiedene Allele, die
für diese Proteine kodieren. Dieser Polymorphismus der HLA-DR-Moleküle entsteht durch die β-
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Kette. Die α-Kette wird durch zwei nicht polymorphe Allele kodiert. Die Gene der β-Kette werden
durch mehr als 320 verschiedene Allele repräsentiert [MARSH 1998]. Neben der Eigenschaft des
Polymorphismus sind HLA-Moleküle auch polygen, d.h. es gibt mehrere MHCI und MHCII-Gene,
so dass jedes Individuum über eine Gruppe von MHC-Molekülen mit unterschiedlichen Peptidbin-
dungsstellen verfügt [MCDEVITT 2000].
MHC-Moleküle agieren in einem System, das das spezifische Immunsystem aktiviert. MHC-
Moleküle präsentieren den T-Zellen antigene Peptide [MAENAKA u. JONES 1999]. Es gibt zwei
verschiedene Arten von MHC-Genprodukten: MHC-(HLA)-I und MHC-(HLA)-II Moleküle. Diese
binden Peptide von Proteinen, die an unterschiedlichen Orten in der Zelle abgebaut werden. MHCI
Moleküle binden Peptide aus Proteinen, die im Zytosol abgebaut werden. Zytosolische Proteine
und Proteine des endoplasmatischen Retikulums, die im Zytosol recycelt werden, werden durch
das Proteasom zerkleinert [STOLTZE et al. 2000, UEBEL u. TAMPE 1999] und anschließend ge-
koppelt an den Transporter associated with Antigen-processing (TAP), dessen beide Proteine
TAP1 und TAP2 dimerisieren [LANKAT-BUTTGEREIT u. TAMPE 1999], ins endoplasmatische
Retikulum transportiert. MHCII-Moleküle werden durch die frühe Assoziation mit der invarian-
ten Kette frühzeitig daran gehindert, Peptide im endoplasmatischen Retikulum zu binden. Die
invariante Kette besetzt und blockiert die Peptidbindungsfurche und dirigiert MHCII-Moleküle in
ein endosomales Kompartiment [CHAPMAN 1998]. Im Endosom schneiden Proteasen die inva-
riante Kette bis zu einem Fragment, das als class-II-associated invariant chain peptide (CLIP)
bezeichnet wird und das solange es an MHCII-Moleküle assoziiert ist, die Peptidbindung verhindert
[BRACHET et al. 1997]. Nach Bindung der antigenen Peptide gelangen die MHCII-Moleküle an die
Zelloberfläche und präsentierem die antigenen Peptide CD4+ T-Zellen. DANI et al. [2004] zeigten,
dass es zu dem klassischen Peptidtransporter des endoplasmatischen Retikulums TAP für MHCI
und dem endosomalen Transport für MHCII, einen ubiquitären Peptidtransporter im Lysosom von
Antigen-präsentierenden Zelle(n) (APZ) wie Peritonealmakrophagen, B-Zellen und dendritischen
Zellen gibt. Wie im Endosom, so auch im Lysosom, ist der saure pH Katalysator des Peptid-
austausches. Endosomal existiert ein als H-2M oder auch H2-DM (Maus) und HLA-DM (Mensch)
bezeichnetes katalysatorisches Protein [MARTIN et al. 1996; MIYAZAKI et al. 1996]. Dieses bindet
und stabilisiert leere MHCII-Moleküle, die andernfalls aggregieren würden und katalysiert die Frei-
setzung des CLIP Fragmentes. Außerdem geht HLA-DM ständig Bindungen mit Peptid/MHCII
Komplexen ein und löst diese, falls es sich um eine schwache Peptidbindung handelt [KROPS-
HOFER et al. 1997]. LANZAVECCHIA et al. [1992] beschreiben die Peptid/MHCII Bindung als
irreversibel, da sich die Halbwertszeit des Peptid/MHCII Komplexes mit der des MHCII-Moleküls
deckt. Der lange dogmatisch vertretene Standpunkt, dass MHCI v.a. intrazelluläre, MHCII v.a.
extrazelluläre Erreger präsentiert, widerlegten CHICZ et al. [1993] und RUDENSKY et al. [1991],
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die intrazelluläre Peptide assoziiert an MHCII extrahierten. T-Zellen erkennen ein Fremdantigen
nur in Verbindung mit MHC-Molekülen, T-Zellen sind also diesbezüglich restringiert [HARDING
u. URANUE 1990]. CD8+ T-Zellen erkennen MHCI-Peptidkomplexe und CD4+ T-Zellen MHCII-
Peptidkomplexe [KÖNIG 2002].
2.2.3 Der Fcγ-Rezeptor
Seit der Entdeckung der Wichtigkeit der Phagozytose durch Metchnikoff ist ihre Vielseitigkeit im
Blickpunkt des Interesses. Einer dieser phagozytotischen Mechanismen wird über FcγR vermittelt.
Es gibt vier Typen von FcγR. Während FcγRI IgG Monomere hochaffin binden, binden FCγRII
und FcγRIII IgG-Immunkomplexe mit niedriger Affinität [FRIDMAN 1991]. Der humane FcγRIII
existiert in zwei Isoformen [LANIER et al. 1988], der FcγRIII1 wird v.a. auf neutrophilen Gra-
nulozyten exprimiert [HUIZINGA et al. 1988], während der FcγRIII2 v.a. von NK-Zellen und
aktivierten Monozyten exprimiert wird [CLARKSON u. ORY 1988]. Der FcγRIV wird ausschließ-
lich auf myelozytären Zelllinien exprimiert und ist des Weiteren für IgG2 Subklassen restringiert
[NIMMERJAHN et al. 2005].
Die meisten hämatopoetischen Zellen, insbesondere periphere mononukleäre Zellen [ZHU et al.
2001], exprimieren eine Vielfalt von Rezeptoren für die Fc-Portion der Immunglobuline. Es ist
noch nicht hinreichend geklärt, ob die Clusterbildung von FcγR Folge einer bestimmten Signalak-
tivierung oder Ergebnis einer simplen Rezeptordiffusion ist. Eine Hemmung der Fcγ-vermittelten
Phagozytose nach Blockierung der Ras Familie der Guanosintrisphosphat-(GTP)-asen (RhoA =
Ras homology family of small GTPases) der Makrophagen spricht für eine direkte signalvermit-
telte Phagozytose [HACKAM et al. 1997]. Partikel wurden darauffolgend gehemmt gebunden und
der Rezeptor vermindert exprimiert. Eine weitere Studie von CARON u. HALL [1998] hingegen
beweist eine Rho-unabhängige Phagozytose. Eine frühere Studie zeigt, dass RhoA die Zelladhäsi-
on über β1- und β2-Integrine steuert [LAUDANNA et al. 1996] und β2-Integrine obligat für die
FcγR-vermittelte Phagozytose sind [ARNAOUT et al. 1983].
FcγR besitzen in der γ-Untereinheit ein Aktivierungsmotiv immunoreceptor tyrosine-based ac-
tivation motif(s) (ITAM(s)) [ISAKOV 1997; PAOLINI et al. 1991]. ITAMs vermitteln im Weiteren
den endozytotischen Transport [AMIGORENA u. BONNEROT 1999]. Die Aktivierung von ITAMs
aktiviert sequenziell src-Tyrosinkinasen und Spleen tyrosine kinases (syk) [DAERON 1997]. FcγR
vermitteln die Internalisierung von Immunkomplexen, optimieren die MHCI Antigenpräsentation
und induzieren die Reifung dendritischer Zellen [REGNAULT et al. 1999].
In einer Studie von CROWLEY et al. [1997] an Makrophagen, denen Src-Proteine komplett
fehlten, war auch die Fcγ-vermittelte Phagozytose reduziert. Die Tatsache, dass eine Phagozytose
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möglich war, zeigt, dass Src nicht obligat ist. Die konstitutive Assoziation von Syk mit FcγRIIA
in einer Monozytenleukämiezelllinie, THP-1, legt nahe, dass Syk selbst die γ-Untereinheit phos-
phoryliert [GHAZIZADEH et al. 1995]. Die Ursachen der Syk-Aktivierung sind dabei vielfältig.
Als erstes kommt die Bindung an phosphorylierte ITAMs in Frage, im Weiteren wird dadurch die
intrinsische Syk aktiviert [ROWLEY et al. 1995]. Syk hat zudem die Fähigkeit zur Autophosphory-
lierung [KUROSAKI et al. 1995], wird durch andere Kinasen der Src-Familie aktiviert [KUROSAKI
et al. 1994], was durch zytosolisch freies Calcium [WANG et al. 1994] und reaktive Sauerstoffspezies
gesteigert wird [SCHIEVEN et al. 1993; SHEN et al. 2000].
Ein weiterer Mechanismus, der schlussendlich in einer Phagozytose mündet, ist die Aktinpolyme-
risation [AXLINE u. REAVEN 1974]. Optimal verläuft dieser nur durch die GTPase Ras related
C3 botulinum toxin substrate 1 (Rac1) und das GTP bindende Protein Cell division cycle 42
(Cdc42) [MASSOL et al. 1998; GREENBERG et al. 1991].
COX et al. [1996] zeigten an DT40 Lymphozyten, die chimäre Rezeptoren für CD16 und die γ-
Untereinheit des FcγR exprimierten, dass die alleinige Aktinpolymerisation zur Phagozytose nicht
genügt, da eine Aktinpolymerisation nicht automtisch zur Extension der Pseudopodien führte.
Vielmehr ist eine Phosphatidylinositol 3 (PI3)-Kinase Aktivität für die Koordination der Mem-
braninsertion und Pseudopodienextension notwendig [ARAKI et al. 1997].
2.2.4 CD80 (B7.1.) und CD86 (B7.2.) - Korezeptoren
T-Zellen erfüllen ihre Effektorfunktion erst nach Bindung des T-Zellrezeptors und ihrer Korezep-
toren CD4 und CD8 an Peptid/MHC-Komplexe von APZ [NABAVI et al. 1992]. Zudem benötigen
sie für ihre Proliferation und Differenzierung ein sogenanntes kostimulatorisches Signal, das von der
selben APZ, in unserem Falle dem Monozyten, ausgeht. Dabei sind CD8+ T-Zellen von stärkeren
kostimulatorischen Signalen abhängig als CD4+ T-Zellen. Eine Bindung von CD28 (der T-Zelle)
an B7-2 (CD86) bewirkt eine Kostimulation der klonalen Vermehrung naiver T-Zellen. B7-0 wur-
de als erster Ligand für CD28 identifiziert [LINSLEY u. LEDBETTER 1993]. Die Funktion von
Cytotoxic T-lymphocyte antigen (CTLA)-4, einem CD28 Homolog, ist unbekannt. Das Fusions-
protein CTLA4Ig bindet B7-0 mit 20-fach höherer Affinität als CD28 [LINSLEY et al. 1991b]. Dies
führte weiterhin zu der Entdeckung von B7-1, das dann später als CD80 identifiziert wurde. B7-0
[AZUMA et al. 1993], auch B7-2, entspricht CD86 [ENGEL et al. 1994a; CAUX et al. 1994]. CD86
wurde als CD während des fünften internationalen Leukozyten-Differenzierungsantigen Workshop
etabliert [ENGEL et al. 1994b]. Die monoklonalen Antikörper FUN-1 und BU63 definierten CD86
als Oberflächenprotein von Monozyten und B-Lymphozyten.
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Die kostimulatorischen Moleküle, CD80 und CD86, sind integrale Glykoproteine vom Typ I auf
der Oberfläche von aktivierten T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und APZ [HATHCOCK et al.
1994; GUINAN et al. 1994]. Eine eineindeutige funktionale Zuordnung fällt schwer, da es Liganden
hoher und niedriger Affinität für die Gegenrezeptoren CD28 und CTLA-4 auf T-Zellen gibt. B7-0
(auch als B7-2 = CD86) bindet an die gleichen Rezeptoren (CD28 und CTLA-4) wie B7-1 (CD80),
teilt aber nur 25 % der Sequenzhomologie. B7-2 (CD86) wird im Prozess der Immunantwort zeitiger
exprimiert. CD80 bindet Y100A, eine Form des CTLA4Ig mit einer Mutation der Third comple-
mentary determing region (CDR3) homologen Region, 200-fach stärker als CD86. CD80 und CD86
haben somit kinetische Bindungsunterschiede [LINSLEY et al. 1994]. Eine CD28-Rezeptorbindung
induziert die Tyrosinphosphorylierung spezifischer Substrate, wie der Phospholipase (PL)Cγ1 und
vermittelt dabei Calcium-abhängige und Calcium-unabhängige Signale [LINSLEY u. LEDBETTER
1993]. Unterschiede in Primär-, Sekundär- und Tertiärstruktur sind Basis eines unterschiedlichen
Wirkungsspektrums. Zusätzlich entscheidend ist das räumliche und zeitliche Expressionsmuster.
Während CD86 v.a. konstitutiv exprimiert wird, z.B. auch auf inaktiven Monozyten [GUINAN
et al. 1994; SMYTH et al. 1998], haben gleiche Zellen eine niedrige bis fehlende CD80 Expressi-
on [BANCHEREAU u. STEINMANN 1998]. Die konstitutive CD86 Expression geht konform mit
der Vorstellung, dass CD86 die Frühphase der Immunantwort bestimmt [HATHCOCK et al. 1994;
FREEMAN et al. 1993; HATHCOCK et al. 1993]. Weiterhin scheint die konstitutive Expression
der kostimulatorischen Moleküle auf APZ eine T-Zell-Aktivierung zu supprimieren, da Immunant-
worten in der Abwesenheit einer basalen B7-Expression verlaufen. CD80 hingegen moderiert die
Immunantwort [GIMMI et al. 1991]. Zusätzlich zur Oberflächenexpression des CD86 beschrieben
SMYTH et al. [1998] eine unerwartete intrazelluläre fokale Expression von CD86. CD86 war nicht
im Golgi-Apparat lokalisiert oder an MHCII Kompartimente oder endozytotische Strukturen, je-
doch an Mikrotubuli und definierte Vesikel gekoppelt [SMYTH et al. 2004]. Diese intrazelluläre
Expression wurde für Monozyten, nicht jedoch für B-oder T-Lymphozyten beschrieben. Sie dient
der spontanen, schnellen Translokation zur Zelloberfläche. Frisch isolierte Monozyten exprimieren
CD86, jedoch nicht CD80. Die CD80-Expression steigt langsam nach 6 bis 8 Stunden in Kultur.
CD86 wird nach Stimulation stärker exprimiert als CD80 [FLEISCHER et al. 1996]. Am Modell des
ischämisch akuten Nierenversagens der Ratte zeigte sich eine vermehrte Differenzierung der peri-
pheren mononukleären Zellen zu dendritischen Zellen [JEN-WU et al. 2006]. Der immunsuppressive
Effekt bei chronischem Nierenversagen ist mit einer gehemmten Proliferation der peripheren Blut-
monozyten in vitro verbunden. Die gehemmte Leukozyteninfektion geht mit einem B7/CD28 Defekt
einher [GIRNDT et al. 1993].
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2.2.5 Der Toll-like-Rezeptor 4 - TLR4
TLR4 ist dem Toll-Protein von Drosophila melanogaster homolog, das embryonal deren dorso-
ventrale Entwicklung steuert [ANDERSON et al. 1985] und später essentieller Bestandteil der
angeborenen Immunität [LEMAITRE et al. 1996] ist. Dies leitete die Suche nach dem Säugerana-
logon zum Toll-Protein von Drosophila ein [MEDZHITOV et al. 1997]. TLR4 wird im Besonderen
auf peripheren mononukleären Zellen und Makrophagen exprimiert [MEDZHITOV et al. 1997].
DUNZENDORFER et al. [2004b] wiesen für coronare Endothelzellen per konfokaler Elektronen-
mikroskopie nach, dass TLR4 im Gegensatz zu TLR2 - neben deren extrazellulären Expression -
nicht nur intrazellulär lokalisiert ist, sondern auch intrazellulär Funktionen übernimmt. TLR be-
sitzen extrazellulär leucinreiche Wiederholungssequenzen. TLR4 bindet LPS [MEANS et al. 1999].
Alle TLR haben ein gemeinsames Toll/IL1 Rezeptormotiv (TIR = Toll/IL1 receptor-like domain)
in der zytoplasmatischen Domäne [ONEILL 2002], das andere TIR bindet (Die zytoplasmatische
Domäne des TLR ist redundant zum IL-1R Rezeptor). Liganden für TIR unterstützen die Stabili-
sierung von Adenosin-und Uridin-reichen 3 Enden der messenger-RNA (mRNA) in embryonalen
Nierenzellen [DATTA u. NOVOTNY 2004], dies erfolgt Myeloid differentiation factor (MyD)88
abhängig.
Es gibt fünf Proteine, die TIR-Domänen enthalten: MyD88, MyD88-adapter-like (Mal) = TIR
domain containing adapter protein (TIRAP), Toll receptor IFN-inducing factor (Trif = TI-
CAM1), Trif related adapter molecule (Tram = TICAM2) und SAM and ARM containing pro-
tein (Sarm) [ONEILL et al. 2003; TAKEDA 2005a]. TLR4 wurde als membrandurchspannende
Komponente des LPS-Rezeptors identifiziert und erkennt LPS aus der Zellwand gramnegativer
Bakterien [POLTORAK et al. 1998]. Parallel wurde der Myeloid differentiation factor (MD)-2
entdeckt, ein kleines Protein, das mit TLR4 als MD2-TLR4-Komplex kooperiert [NAGAI et al.
2002]. LPS kann an MD2-TLR4 binden, braucht für eine Immunantwort jedoch CD14 [AKASHI
et al. 2003]. Bis vor kurzem glaubte man, dass alle LPS-Moleküle nach Bindung an das LPS binden-
de Protein (LBP)- und CD14-Bindung einen Komplex aus LPS, CD14, MD-2 und TLR4 formen.
Heute gehen wir zudem von einer direkten Interaktion zwischen LPS und TLR4 bzw. LPS und
MD-2 aus [POLTORAK et al. 2000], mit dem Endziel einer intrazellulären Adaptermolekülakti-
vierung. Eine LPS-Internalisierung wird jedoch nicht durch TLR4, sondern durch CD14 vermittelt
[DUNZENDORFER et al. 2004a]. Im Gegensatz zu allen anderen TLR aktiviert TLR4 MyD88-
abhängige und -unabhängige Transduktionswege. MyD88 knockout Makrophagen zeigten eine ver-
zögerte aber dennoch nachweisbare Aktivierung der Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK)
und des Nukleären Faktor (NF)κB nach LPS Inkubation [KAISHO et al. 2001]. Anhand von Trif-
und Tram-knockout Mäusen konnten YAMAMOTO et al. [2003] zeigen, dass es zwei Endstrecken
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der TLR4 Signaltransduktion gibt. Die eine enthält MyD88 und Mal/TIRAP, die andere Trif und
Tram [HÖBE et al. 2003]. Die TIR-Domäne des TLR4 assoziiert direkt mit Tram und formt Hetero-
dimere mit Trif, was eine Kaskade auslöst [OSHIUMI et al. 2003]. Mal vermittelt Signale zwischen
TLR2/4 und dem Adaptermolekül MyD88 als Brückenmolekül.
Signaltransduktion
Man unterscheidet zwei unterschiedliche Signaltransduktionswege (Abbildung 1) nach Liganden-
bindung [ARMANT u. FENTON 2002]. Sowohl TLR2 als auch TLR4 vermitteln eine MyD88-
gekoppelte Signaltransduktion [ONEILL et al. 2003]. MyD88 bindet an das IL-1R (accessorische)-
Protein (IL1RAcP). Dabei bildet TLR2 ein heterophiles Dimer, TLR4 homodimerisiert hingegen
[SAITOH et al. 2004]. Die IL Rezeptor-assoziierten Kinase(n) (IRAK)1 und IRAK2 binden an die
Todesdomäne von MyD88 (erstmalig beschrieben im Zusammenhang mit dem programmierten
Zelltod) und das Toll-interacting-Protein (TOLLIP). Hierfür homodimerisiert MyD88 [LOIARRO
et al. 2005; O`NEILL 2000]. Durch die intermediäre Domäne (zwischen C-terminaler TIR-Domäne
und N-terminaler Todesdomäne) werden die Serin- und Threoninkinasen der IRAK phosphoryliert
[JANSSENS et al. 2002] und damit aktiviert. IRAK1 und IRAK2 assoziieren an den TNF-Rezeptor-
assoziierten-Faktor (TRAF = TNF-receptor-associated-factor)-6) [MANSELL et al. 2003]. RAO
et al. [2005] gehen von der Existenz einer Variante der IRAK - der IRAK1c - aus, die hemmend
auf den NFκB wirkt, da sie selbst nicht phosphoryliert werden kann. IRAK4 hingegen ist den
IRAK1 und IRAK2 in der Funktion einer Kinase vorgeschaltet, sie wird durch MyD88 aktiviert
und ist essentiell im Signaltransfer an den IRAK1/2 [BURNS et al. 2003]. TRAF6 induziert die
Aktivierung der TGF-β-aktivierten-Kinase (TAK = TGF-β-activated-Kinase)1 und der Mitogen-
activated-Proteinkinase (MKK)6, die dann beide die c-Jun-terminale Kinase, die p38 MAPK und
den NFκB aktivieren [HATADA et al. 2000]. Dabei scheinen im Besonderen die Extrazellulär Si-
gnal regulierten Kinase(n) (Erk = Extracellular signal regulated kinase(s))1/2 die monozytäre
TNFα-Synthese zu beeinflussen [VAN-DER-BRUGGEN et al. 1999]. TAK1 aktiviert die Kinasen
α und β (IκB Kinasen), die das Inhibitorprotein (I)κB phosphorylieren, was zu einer Dissoziation
des NFκB vom Inhibitorprotein führt. Im Gegensatz zum TLR2 beschreitet der TLR4 einen wei-
teren MyD88-unabhängigen Weg. Statt MyD88 interagiert das TIRAP [HORNG et al. 2002] oder
Mal mit dem TLR4 [FITZGERALD et al. 2001]. Dies führt über den Interferon regulatorischen
Faktor (IRF)-3 zu einer vermehrten Expression von IFN-β und IL6. Die IFN-β-Synthese wird nur
durch den TLR4, nicht jedoch durch den TLR2 induziert [TOSHCHAKOV et al. 2002; DOYLE
et al. 2002]. Sowohl auf autokrinem als auch parakrinem Weg bindet IFN-β an seinen Rezeptor
und aktiviert die Tyk- und Janus (Jak)-Kinasen, die den Transkriptionsfaktor Signal transducers
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and activators of transcription family of transcription factors (STAT)1 an seinem Tyrosinrest 701
und Serinrest 727 phosphorylieren [CHEN et al. 2002]. STAT1 gelangt so zusammen mit NFκB
intranukleär und aktiviert im Weiteren die Promotorgene für die inducible nitric oxide synthase
(iNOS) und das IFNγ-inducible protein (IP-10) [TOSHCHAKOV et al. 2002]. Die IL6-Synthese
verläuft bevorzugt über den MyD88-unabhängigen Weg [SCHILLING et al. 2002].
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 Mal/TIRAP 
Lipoteichonsäure LPS 
IRAK1 
IRAK2 
 TRAF6 
 TAK1 
ERK1/2 
P38 
JNK 
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 IFN b 
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Signaltransduktionskaskade für Liganden an TLR2 und TLR4 (modifiziert   
nach LAJ O´Neill; E Brint: „Toll-like receptors in inflammation“[Birkhäuser]) 
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 MKK6 
IL 6 
IFN b R.  JAK/ Tyk 
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  IL1 b 
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Abbildung 1: Signaltr nsduktionskaskade nach Ligandenbindung an TLR2 und TLR4:
siehe auch Kapitel 2.2.5/ Abschnitt Signaltransduktion (modifiziert nach O`Neill u. Brint [2005])
SEKINE et al. [2006] entdeckten ein weiteres Adapterprotein signal-transducing adaptor protein
(STAP)-2, das C-terminal Src2-ähnliche Domänen besitzt, die YXXQ Motive enthalten und an den
MyD88 und die IκB-Kinase binden und so einen funktionellen Komplex MyD88-STAP-2-IKK-αβ
formen. Somit gibt es eine weitere Variante des MyD88-abhängigen Signalweges.
Nach YAMAMOTO et al. [2002b] u. TAKEDA [2005b] ist die MyD88-unabhängige Aktivierung
von den Adapterproteinen Trif = TICAM1 und Tram = TICAM2 abhängig. TIRAP und Mal
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müssten somit Variationen der MyD88-gekoppelten Endstrecke sein. Das erklärt auch, warum die
IFN-β- Synthese unabhängig von Mal/TIRAP ist [SEYA et al. 2005]. TRIF besteht aus einer
C-terminalen, einer N-terminalen und einer intermediären Portion [YAMAMOTO et al. 2002a].
TRIF assoziiert außerdem mit dem TRAF6 und der TANK-binding Kinase (TBK-1), die auch
eine Kinase des IRF3 ist [SATO et al. 2003]. Trif ist sowohl für den TLR3 als auch den TLR4
Signaltransduktionsmolekül, hingegen TRAM nur TLR4 spezifisch transduziert [FITZGERALD
et al. 2003].
Nach HUANG et al. [2004] assoziiert die MAPK mit der Erk. Glaubt man den Ausführungen
von ANDREAKOS et al. [2004], so sind in Makrophagen weder MyD88, Mal, TIRAP noch die
IκB-Kinasen für die NFκB-Aktivierung oder die IL6- oder IL8-Synthese obligat. Jedoch schei-
nen Mal/TIRAP für die IFNβ-Synthese notwendig. Nach RUCKDESCHEL et al. [2004] korreliert
mit der Trif eine proapoptotische Aktivität muriner Monozyten nach Yersinieninfektion. In Yersi-
nia enterocolitica-infizierten Makrophagen hingegen induziert v.a. TLR4, nicht jedoch TLR2, eine
Apoptose [HAASE et al. 2003].
Die NFκB-und STAT1-assoziierte Freisetzung von Mediatoren (z.B. IL12) aktiviert über die
kostimulatorischen Moleküle (CD80 und CD86) CD4+ T-Zellen und damit den Pfad der adapti-
ven Immunität. Somit stellen TLR eine Schnittstelle zwischen den Erkennungsmechanismen von
konstitutiven und adaptiven Immunsystem dar. Die TLR führen zu einem Paradigmenwechsel,
da erstmals die Signaltransduktionskette über Effekte entscheidet und nicht die Diversität der
Rezeptor-Ligandenbindung [MEANS et al. 1999].
Abhängigkeit der Signalstrecke vom LPS-Typ
CD14-knockout-Mäuse und Mäuse, die im CD14 Gen Mutationen haben, zeigten typische Reak-
tionen auf raues LPS und Lipid A (Abbildung 2), wobei auf glattes LPS keine MyD88-vermittelte
Signalreaktion stattfand [JIANG et al. 2005]. Man kann also schlussfolgern, dass der TLR4/MD2-
Komplex zwischen rauem und glattem LPS unterscheiden kann. CD14 ist obligat für den MyD88-
unabhängigen Signaltransduktionsweg [JIANG et al. 2005]. TLR4/MD-2 unterscheidet also zwi-
schen zwei Wegen, dem in Anwesenheit des LPS-Rezeptors mit voller Signalkompetenz und dem in
Abwesenheit des LPS-Rezeptors mit alleiniger Kompetenz für den MyD88-abhängigen Signalweg.
Damit wird die Diversität von LPS im TLR-Signaling klar.
Toleranzinduktion
Man muss zwischen Homo- und Heterotoleranz unterscheiden. Erstere bedeutet, dass sowohl die
Sensibilisierungsphase als auch die Induktionsphase mit dem gleichen TLR-Agonisten erfolgt. Von
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Abbildung 2: Die Rolle von CD14 bei der Signaltransduktion:
LINKS - CD14 knockout Mäuse reagieren lediglich auf raues LPS und dies MyD88-abhängig,
RECHTS - CD14 ist obligat für den MyD88-unabhängigen und optional für den MyD88-abhängigen
Signaltransduktionsweg (siehe auch Kapitel 2.2.5/ Abhängigkeit der Signalstrecke vom LPS Typ)
Heterotoleranz spricht man dagegen, wenn unterschiedliche Agonisten beim Priming und Zweit-
kontakt binden. DOBROVOLSKAIA et al. [2003] behandelte murine Makrophagen mit dem TLR4-
Agonisten LPS oder mit dem TLR2-Agonisten S-[2,3-Bis(palmitoyloxy)-(2-RS)-propyl]-N-palmito-
yl-(R)-Cys-(S)-Ser-(S)-Lys4-OH.3HCl (Pam3Cys). Beides supprimierte die TNFα-, IRAK1/2-, IκB
Kinase-, c-jun terminale Kinase-Expression und die Bindung von NFκB an Promotorgene. Dabei
wurden trotz reduzierter genomischer Bindung erhöhte Level von NFκB gemessen. Die Toleranzsi-
tuation bei heterologer Stimulation war generell schwächer als bei homologer Stimulation. Die IκB
Kinase-Aktivität war bei heterologer Zweitinkubation unverändert. Die TNFα Sekretion konnte in
LPS vorbehandelten Zellen nach Pam3Cys Inkubation supprimiert werden, jedoch nicht vice versa.
In LPS-toleranten Monozyten waren die Expressionsmuster von TLR4 gegenüber nativen Monozy-
ten unverändert, nicht jedoch die relative TLR2 Expression. Der Status einer Desensibilisierung ist
schlussendlich auf eine Hemmung der TLR4-MyD88-Formation mit sukzessiver IRAK-Hemmung
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zurückzuführen [MEDVEDEV et al. 2002]. Dabei induzieren LPS und IL1 eine Kreuztoleranz in
Makrophagen der Maus. Dieser reziproke Effekt konnte nicht für LPS und TNFα nachgewiesen
werden [MEDVEDEV et al. 2000].
2.2.6 Der Toll-like-Rezeptor 2 - TLR2
TLR2 erkennt hauptsächlich Bestandteile grampositiver Bakterien. Lange glaubte man, dass Pep-
tidoglykan als Hauptbestandteil grampositiver Bakterien die Immunantwort nach TLR2 Bindung
bestimmt [TAKEUCHI et al. 1999]. Eine Aktivierung von NFκB verlief über die Mal/MyD88
Strecke [DZIARSKI 2003]. Heute weiss man, dass v.a. die Lipoteichonsäure (LTA) (von z.B. Sta-
phylococcus aureus) die Bioaktivität vom TLR2 bestimmt [HOEBE et al. 2005]. ELLINGSEN et al.
[2002] zeigten auch eine Relevanz der LTA/TLR2 Bindung während Staphylokokken-Infektionen.
TLR2 erkennt neben Lipoteichonsäure di- und triacylierte Lipopeptide [TAKEUCHI et al. 1999;
MORATH et al. 2002; HERTZ et al. 2001], molekulare Muster von Pilzen [BROWN u. GORDON
2005] und Protozoen [CAMPOS et al. 2002]. Im Gegensatz zu den anderen TLR fällt das weite
Ligandenspektrum auf. Diese Pleiotropie ist nur durch TLR1/TLR2/TLR6 Interaktionen möglich
[OZINSKY et al. 2000]. Dabei bildet sich ein Heterodimer. Durch eine singuläre Blockade von
TLR2 oder TLR6 konnte die Aktivierung muriner Makrophagen durch grampositive Bakterien
sowie Zymosan daher verhindert werden [HAJJAR et al. 2001]. Makrophagen TLR1-defizienter
Mäuse zeigten eine normale Antwort auf Diacylglyceride, nicht jedoch auf Triacylglyceride von
Mykoplasmen [TAKEUCHI et al. 2004]. Außerdem assoziiert TLR2 mit vielen anderen Rezeptoren
wie dem Endotoxinrezeptor [CAMPOS et al. 2002].
2.3 Lipopolysaccharid - LPS (Endotoxin)
2.3.1 Struktur und Internalisierung des LPS
LPS ist ein Glykoprotein der äußeren Membranschicht und sehr starker Induktor von Entzündungs-
reaktionen gramnegativer Bakterien. LPS besteht aus drei Teilen. Die Kernzone besteht aus innerer
(charakterisiert durch die Anwesenheit von Heptose und 2-Keto-Desoxy-Oktonsäure) und äußerer
(verzweigte Kette aus Glukose, Galaktose und N-Acetylglukosamin) Kernzone. Das Lipid A ist ein
Glukosamindisaccharid, dessen OH-Gruppen mit C12-, C14- und C16-Fettsäuren verestert sind.
Dieser Teil ist hydrophob, verankert damit das Molekül in der bakteriellen Membran und ist für
die Toxizität des LPS verantwortlich. Die O-spezifischen Seitenketten (sich wiederholende Oligo-
saccharidsequenzen) stehen für die Diversität der unterschiedlichen bakteriellen LPS Subtypen.
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COUTURIER et al. [1991] zeigten, dass LPS auf drei Wegen mit Monozyten interagiert. Da-
bei dominiert die serumabhängige (LBP) Bindung an CD14. Ebenfalls serumabhängig ist die
Bindung über Lektin. Dagegen ist die Bindung hydrophober Strukturen im LPS-Molekül seru-
munabhängig. Die CD14-abhängige Internalisierung erfolgt hauptsächlich über tubuläre Invagi-
nationen und intrazelluläre Tubuli, während ein weitaus geringerer Teil über coated pits (Pino-
zytose) internalisiert wird [KITCHENS et al. 1998]. Dabei wird die Pinozytose durch niedrige
LPS-Konzentrationen (0,1 bis 100 ng/ml) gehemmt, durch höhere stimuliert [PEPPELENBOSCH
et al. 1999]. Nach Hemmung des LPS-Rezeptors (CD14) wurde eine erhöhte Pinozytoseaktivität
bei niedrigen LPS-Konzentrationen belegt. Somit kann man klar zwischen einem CD14-abhängigen
und CD14-unabhängigen Mechanismus innerhalb der pinozytotischen Internalisierung unterschei-
den. POUSSIN et al. [1998] beschrieben einen der Phagozytose ähnlichen makropinozytotischen
Weg. Die CD14-abhängige Phagozytose wird durch den PI3-Kinase-Inhibitor Wortmannin und
den Protein-Tyrosin-Kinase Inhibitor Tyrphostin gehemmt, nicht jedoch durch den Proteinkinase-
(PK)C-Inhibitor Bisindolyl-Maleimide [SCHIFF et al. 1997]. Die Pinozytose durchlief ultrastruk-
turell vakuoläre, zytoplasmatische, mitochondriale, endoplasmatische und nukleäre Zellstrukturen
bzw. -organellen [KANG et al. 1992].
Die Internalisierung des LPS ist für eine Signalübermittlung nicht obligat, eine Bindung von
LPS durch Aggregation zwischen CD14, MD-2 und TLR4 ist ausreichend [LATZ et al. 2002]. Eine
Translokation zwischen Plasmamembran und Golgi-Apparat wird dennoch beobachtet. TRIANT-
FILOU u. TRIANTFILOU [2003] zeigten, dass im Weiteren die Hitzeschockprotein(e) (HSP) 70
und 90, der Chemokinrezeptor 4 und der Wachstumsfaktor 5 an der Signaltransduktion beteiligt
sind. Kombinationen dieser modulieren die bakterielle Antwort.
2.3.2 LPS bindende Proteine
Syntheseort des LBP ist der Hepatozyt. Das LBP ist ein Polypeptid (452 Aminosäuren) mit vier
Cysteinen und einer hydrophoben Signalsequenz am N-Terminus [SCHUMANN et al. 1990]. Das
LBP hat ein Molekulargewicht von 60 kDa. LBP bindet mit LPS hochaffine Komplexe - ami-
noterminal [TOBIAS u. ULEVITCH 1993]. Die Domäne für die Wechselwirkung mit CD14 liegt
carboxyterminal [HAN et al. 1994; THEOFAN et al. 1994]. SCHUMANN et al. [1990] konnten
zeigen, dass die durch LPS-induzierte Wirkung auf die TNFα-Produktion in Abwesenheit von LBP
erst zu einem späteren Zeitpunkt in weitaus geringerem Ausmaß stattfindet. TROELSTRA et al.
[1997] bestätigten die erhöhte Bindungskapazität von LPS in Anwesenheit von Serumproteinen
für LPS-Konzentrationen kleiner 100 ng/ml. Bei Konzentrationen über 100 ng/ml war das Bin-
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dungsvermögen am LPS-Rezeptor vom LBP unabhängig. Dies impliziert eine sättigbare Kinetik
der Rezeptor-Substratbindung. LBP ist somit Trägerprotein für LPS.
Wie beim LBP, so auch beim Bactericidal permeability increasing protein (BPI) und auch bei
der Kombination von LBP mit BPI (LBP-BPI, dabei NH2 terminale Domäne von LBP und -COOH
terminale Domäne von BPI) steuert die carboxyterminale Domäne die Freisetzung von LPS an die
Monozyten. BPI und LBP-BPI assoziieren CD14-unabhängig, ohne die Monozyten zu aktivieren
[IOVINE et al. 2002].
Plasmalipoproteine, im Besonderen high density lipoproteins (HDL), können hochaffin bereits
an Monozyten gebundenes LPS binden und damit vom LPS-Rezeptor freisetzen [KITCHENS et al.
2000]. Phospholipid-Transfer-Proteine sind hierzu nicht, LBP nur hochkonzentriert dazu imstande.
Dabei detoxifiziert HDL gebundenes LPS [LAMPING et al. 1998; SU et al. 1995] und verstärkt
dadurch Immunantworten auf Endotoxin [KITCHENS et al. 1999].
2.4 Periphere mononukleäre Blutmonozyten
Monozyten werden innerhalb von 2 1/2 Tagen nach ihrer Bildung im Knochenmark ins Blut freige-
setzt und haben eine Lebensspanne von 24 Stunden. Viele wandern in verschiedene Gewebe, um zu
Makrophagen zu reifen. Es gibt ungefähr 2.7 × 105 Monozyten/ml Blut. Es ist seit langem bekannt,
dass Monozyten respektive Makrophagen sehr heterogen bezüglich Größe, Morphologie, Dichte und
Expression von Oberflächenproteinen sind. Es wird diskutiert, ob v.a. die Mikroumgebung hierauf
Einfluß hat. V.a. Größe und Dichte bestimmen die Hydrogenperoxid-Produktion, Phagozytose-
aktivität, Zytotoxizität und das Zytokinmuster. Große Monozyten haben gegenüber kleinen eine
erhöhte phagozytotische Aktivität. Außerdem setzen diese mehr IL1β, Prostaglandin (PG)E2 und
TNFα nach LPS-Stimulation frei. Große Monozyten produzieren mehr Wasserstoffperoxid (H2O2).
Zellen hoher Dichte sind hinsichtlich Antikörper-abhängiger Zell-vermittelter Zytotoxizitätsreak-
tionen weniger aktiv als Zellen geringer Dichte. Monozyten sind heterogen in der Expression ihrer
Oberflächenproteine.
Myelomonozytäre Stammzellen des Knochenmarks sind Ursprung der Monoblasten als unmittel-
bare Vorläufer der Monozyten. Diese haben eine mittlere Halbwertszeit von ein bis drei Tagen im
Blut. Erst ab dem Zeitpunkt der Gewebsmigration nennt man diese Makrophagen. Monozyten ha-
ben eine unregelmäßige Zell- und Kernform, ein geringes Kern-Zytoplasmaverhältnis und ein leicht
basophiles Zytoplasma. Monozyten sind oft schwer von aktivierten Lymphozyten im Blut zu un-
terscheiden. Die Lichtstreuung ist ein probater Parameter, der klar zwischen beiden unterscheidet.
Dabei überlappen Monozyten und Lymphozyten teilweise (v.a. CD14++CD16+ Monozyten). Erst-
malig entdeckte ZIEGLER-HEITBROCK [1996] die Population CD14++CD16+ Monozyten unter
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den peripheren mononukleären Blutmonozyten. Hauptfraktion stellen die CD14++CD16- Mono-
zyten, die aber im Gegensatz zu ersteren nicht Haupteffektor- und Hauptzielzellen der Entzündung
sind. Zusätzlich zu den CD14++CD16-, CD14++CD16+ Monozyten, konnten CD14dimCD16+
Monozyten unterschieden werden. Auch diese proliferieren während Entzündungsepisoden.
2.4.1 CD14highCD16high - CD14++CD16+ Subpopulation
CD14++CD16+ Zellen wurden erstmals durch ZIEGLER-HEITBROCK et al. [1988] beschrie-
ben. 2,2 % aller mononukleären Zellen sind CD14++CD16+ Monozyten, dabei stellen sie 13 %
der CD14+ Monozyten. CD14++CD16+ Monozyten haben eine durchschnittliche Zellgröße von
13,8 bis 18,4 µm und gehören damit zu den kleinen Monozyten. Sie exprimieren zweifach höher
MHCII-Moleküle [PASSLICK et al. 1989]. Sie produzieren weniger Sauerstoffradikale und proliferie-
ren mit geringerer Tendenz im Vergleich zu anderen Monozyten-Subpopulationen. CD14++CD16+
Monozyten entwickeln sich aus CD14++CD16- Monozyten, was mit einer höheren Reifestufe die-
ser (ähnlich derer von Gewebsmakrophagen) einhergeht [ZIEGLER-HEITBROCK et al. 1993].
CD14++CD16+ Monozyten können folglich den Gewebsmakrophagen zugeordnet werden, die das
Gefäßendothel noch nicht passiert haben. Die CD14-Expression unter Gewebsmakrophagen ist da-
bei stark vom Gewebstyp bestimmt. So exprimieren Peritonealmakrophagen im hohen Maße CD14,
während dies bei Alveolarmakrophagen weitaus weniger der Fall ist. CD14++CD16+ Monozyten
exprimieren vermehrt CD40, CD80, CD86, HLA-DR, CD11b, CD11c, CD18, CD1a und CD83 [AN-
CUTA et al. 2000]. Nach ZIEGLER-HEITBROCK et al. [1993] exprimieren CD14++CD16+ Mo-
nozyten weniger CD11b, CD33 und FcγRI und mehr MHCII, VLA-4 und ICAM1. CD14 und CD16
konnten mit humanem Antikörpern gegen CD14 bzw. CD16 bei Primaten wie den Cynomolgus-
bzw. Rhesusaffen nachgewiesen werden [MUNN et al. 1996; OTANI et al. 1998; KIM et al. 2003].
Auch porcine Monozyten sind mit Antikörpern gegen CD14 nachweisbar [ZIEGLER-HEITBROCK
et al. 1994a]. SANCHEZ et al. [1999] und CHAMORRO et al. [2000] zeigten, dass CD14low-
CD16highDRhigh-(CD163+)- Monozyten den humanen CD14++CD16+ entsprechen. CD163 ist
ein Scavenger Rezeptor, der Hämoglobin bzw. Haptoglobin bindet. Allerdings sind CD163++ Zel-
len nicht in der Lage IL10 zu synthetisieren. Bei der Ratte sind den CD14++CD16+ Monozy-
ten die CD143+++ Monozyten analog [GRAU et al. 2000]. Im humanen mononukleären System
gibt es nach GRAGE-GRIEBENOW et al. [1993] Deckungsgleichheit zwischen CD64-CD16+ und
CD14++CD16+ Monozyten.
Monozyten und Makrophagen produzieren über TLR Zytokine. Während CD14++CD16+ Mo-
nozyten ausschließlich TNFα synthetisieren, wird IL10 zusätzlich von CD14++CD16- Monozyten
synthetisiert [FRANKENBERGER et al. 1996]. Eine Stimulation mit TLR4- bzw. TLR2-Agonisten
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(LPS bzw. Pam3Cys) führte zu einer erhöhten TNFα Synthese [BELGE et al. 2002]. Die fehlende
IL10-Produktion der CD14++CD16+ Monozyten wurde durch MIZUNO et al. [2005] bestätigt.
Auch porcine Monozyten zeigten eine erhöhte TNFα-mRNA Expression und eine reduzierte IL10-
Expression [SANCHEZ et al. 1999]. WANG et al. [1992] stellten generell fest, dass die Fraktion
der kleinen Monozyten, ergo die der CD14++CD16+ Monozyten, weniger Zytokine synthetisier-
ten. ZIEGLER-HEITBROCK et al. [1991] kamen zum selben Schluss. IL10 fördert die Reifung zu
CD16+ Monozyten [CALZADA-WACK et al. 1996].
Antigene werden durch MHCII-Moleküle (HLA-DR) präsentiert. CD14++CD16+ Monozyten
zeigen eine erhöhte HLA-DR Expression mit erhöhter Antigenpräsentation [PASSLICK et al. 1989].
Dabei besteht parallele Funktionalität zwischen CD14++CD16- und CD14++CD16+ Monozyten
[THOMAS u. LIPSKY 1994]. Beim Schwein zeigten CD163++ Monozyten (CD14++CD16+ Mo-
nozyten) ein höheres Aktivierungspotenzial gegenüber T-Zellen [SANCHEZ et al. 1999].
Monozyten entwickeln sich zu Makrophagen und dendritischen Zellen, dabei ist für CD16+Mono-
zyten eine bevorzugte Aktivierung von T-Zellen nachgewiesen worden [SANCHEZ-TORRES et al.
2001]. RANDOLPH et al. [2002] zeigten, dass v.a. CD14++CD16+ Monozyten eine Transformati-
onsneigung zu dendritischen Zellen haben.
2.4.2 CD14lowCD16high - CD14dimCD16+ Subpopulation
CD14dimCD16+ Monozyten exprimieren CD16 und entwickeln sich ebenfalls aus CD14++CD16-
Monozyten. Viele Autoren unterscheiden nicht zwischen CD14++CD16+ und CD14dimCD16+
Monozyten. Daher gelten Aussagen in Kapitel 2.4.1 mit Einschränkung auch für CD14dimCD16+
Monozyten.
Eine starke Überproduktion proinflammatorischer Zytokine ist ein Charakteristikum der Sepsis.
CD14dimCD16+ Monozyten sind Hauptproduzenten und werden während der Septikämie ver-
mehrt exprimiert. Nach Stimulation mit Sepsis-relevanten Antigenen wie LPS, Enterotoxin B von
Staphylococcus und Peptidoglykan wurde TNFα nach 20 Stunden und IL6 nach 2 Stunden syn-
thetisiert. Der Zusatz von rekombinantem TNFα zum Vollblut steigerte die Transformation in
CD14dimCD16+ Monozyten auf 35% aller Monozyten.
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2.5 Vitamin D und dessen Derivate
2.5.1 Rezeptorkinetik und Signaltransduktion
Genomische Effekte
Intrazelluläre Hormonrezeptoren, die die Transkription spezifischer Gene regulieren, gehören in
die Gruppe der regulierbaren Transkriptionsfaktoren. Die Hormonbildungsdomäne befindet sich
C-terminal, die DNA-Bindungsdomäne N-terminal. DNA-Bindungsproteine liegen gekoppelt an
Inhibitorproteine wie HSP zytosolisch oder auch intranukleär. Sie besitzen Zinkfingermotive aus
Cystein/Cystein oder Cystein/Histidin, die zur DNA-Bindung mit Zink komplexieren [EVANS
1988]. Die Regulation von mehr als 60 Genen durch Vitamin D wird durch unterschiedliche Trans-
kriptionsprodukte reguliert. Der nukleäre Vitamin-D-Rezeptor (VDR) gehört zur Superfamilie der
transaktivierenden genomischen Regulatoren, die auch die Rezeptoren für Thyroxin, Östrogene,
Androgene, Glukokortikoide, Progesteron, Aldosteron und Retinol enthalten [LOWE et al. 1992;
BAKER et al. 1988; McDONNELL et al. 1987]. Mindestens 28 Gewebe [NORMAN et al. 1992]
einschließlich des Intestinums, der Niere, der Osteoblasten und der β-Zellen des Pankreas und mehr
als 13 Krebszelllinien exprimieren nukleäre VDR [REICHEL et al. 1989]. Eine konstitutive Expres-
sion der Rezeptor-RNA konnte in verschiedenen Blutzellen einschließlich Makrophagen, aktivierten
T-Lymphozyten (sich nicht in Teilung befindende Lymphozyten hingegen nicht) und verschiedener
Blutzelllinien wie KG-1 (Myeloblasten), HL-60 (Promyelozyten), ML-3 (Myelomonoblasten), U937,
THP-1 (Monoblasten), K562 (Erythroblasten) nachgewiesen werden [KIZAKI et al. 1991]. Gegen-
sätzlich hierzu fanden SABBATINI et al. [1993] kein Gen für das Vitamin D-Bindungsprotein in
der Monozytenzelllinie U937, jedoch in durch LPS aktivierten Monozyten.
Die Aufnahme in den Nukleus in Vollblutzellkultur ist bei physiologischer Temperatur und phy-
siologischem pH ein sättigbarer, spezifischer und vollständig reversibler Prozess mit einer maxi-
malen Bindungskapazität von 0,4 bis 8,4 fmol/106 Zellen [ERIKSEN et al. 1986]. Nukleäre Stero-
idrezeptoren einschließlich des VDR bilden Dimere [ROSEN et al. 1993]. Dabei scheint der VDR
zusätzlich in der Lage, Homodimere mit sich selbst zu bilden oder Heterodimere mit einem Sub-
set anderer Steroidrezeptoren, im Speziellen dem 9-cis-Retinsäurerezeptor (RXR) [McDONALD
et al. 1993]. Der VDR/RXR Komplex bindet an ein Vitamin D responsive element (VDRE) in
der Promotorregion der Zielgene, die meist durch palindromische Strukturen gekennzeichnet sind.
Ein Koaktivierungskomplex assoziert sukzessive an den heterodimeren VDR/RXR Komplex, um
kondensiertes Chromatin zu entspiralisieren und um effizienter mit der RNA-Polymerase II zu
kommunizieren [MARMORSTEIN u. ROTH 2001, NAAR et al. 2001]. Diese Koaktivierung hat
Wirkung auf den Durchsatz der Genexpression. Der Prozess der Koaktivierung ist zweistufig [RA-
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CHEZ u. FREEDMAN 2001]. Der erste Komplex hat eine Histon-Acetyltransferase-Aktivität und
modifiziert das Chromatin, wird dann ersetzt durch einen anderen Koaktivierungskomplex, dem
diese Enzymaktivität fehlt, der aber im Folgenden die Polymerase II bindet [RACHEZ et al. 1999].
Der VDR wirkt hierbei ambivalent - in Abwesenheit eines Koaktivators repressiv, bei Anwesenheit
induktiv [POLLY et al. 2000]. FUJISAWA et al. [2000] notierten, dass es in der Promotorregion des
Fructose-1,6-Bisphosphatase-Gens ein Responseelement für Vitamin D und Retinsäure gibt. SOLO-
MON et al. [1988] bestätigten dies für die HL-60 Zellinie. Während der monozytären Differenzierung
dieser humanen Leukämiezellen nach Vitamin-D-Induktion war ebenfalls das Promotorelement des
1,6-Bisphosphatase-Gens aktiv.
Es gibt Beweise, dass unterschiedliche Liganden am Steroidrezeptor eine Konformationsände-
rung provozieren und damit eine Liganden-Rezeptor-Aktivierung initiieren [ALLAN et al. 1992].
BARSONY et al. [1990] zeigten, dass der klassische VDR gleichermaßen zwischen Zytosol und
Nukleus verteilt ist. Dies ging mit einer Akkumulation von cyclischem Guanosinmonophosphat
(cGMP) einher, was eine Schnittstelle zu den nichtgenomischen Effekten (siehe auch Kapitel 2.5.1)
darstellt [BARSONY u. MARX 1991].
Vitamin D reguliert eine weite Palette von Genen [HANNAH u. NORMAN 1994]. Dies spiegelt
die ubiquitäre Gewebsexpression des Rezeptors und seine pleiotropen Wirkungen wieder. Teilweise
konnte ein VDRE in der Promotorregion von z.B. Osteocalcin, Calbindin, Osteopontin, PTH und
24-Hydroxylase nachgewiesen werden.
Genomisch wird v.a. die Calcium-Homöostase reguliert [BOUILLON et al. 1995]. Jedoch sind für
uns v.a. die immunologischen Effekte an dieser Stelle von Interesse. Alle Zellen des Immunsystems,
so auch Monozyten [MERKE et al. 1989], exprimieren VDR sowohl im Ruhe- als auch im Aktivie-
rungszustand [BINDERUP 1992]. Dabei können Effekte auf einen Zelltyp mittelbar andere Zellen
des Immunsystems beeinflussen. Dies kann über chemische Botenstoffe oder direkten Zellkontakt
geschehen. Monozyten sind in der Lage, Vitamin D als parakrinen Faktor zu synthetisieren. Um
direkte Wirkungen von indirekten unterscheiden zu können, bedarf es relativ reiner Kultursysteme
[MERKE et al. 1989].
Nichtgenomische Effekte
Im Gegensatz zur genomischen Signalübermittlung übermitteln Zytokine, Peptidhormone, Mem-
branrezeptoren und spezifische Second Messenger die nichtgenomischen Effekte von Vitamin D.
Oft gehen den genomischen Effekten sehr schnelle nichtgenomische Signalkaskaden voraus, die an
Membranen gebunden sind [NEMERE et al. 1993]. Sehr schnelle, nicht genomische Effekte von
Vitamin D gibt es sowohl auf zellulärer als auch auf subzellulärer Ebene. Zellulär kann dies der
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interzelluläre Calciumtransport durch ein Gewebe sein, subzellulär ist der Calciumtransport über
Membranbarrieren hinweg mit Veränderungen im Muster der intrazellulären Botenstoffe gemeint.
Hierfür gibt es Untersuchungen zu Leber [BARAN et al. 1989], Intestinum [LIEBERHERR et al.
1989] und Muskel [MORELLI et al. 1993].
Das Duodenum des Huhns ist hinreichend studiert worden. Hier stimuliert Vitamin D den Calci-
umtransport bei gleichzeitiger schneller hormonell stimulierter Calciumfreisetzung [YOSHIMOTO
u. NORMAN 1986]. Diese Reaktion verläuft biphasisch innerhalb von zwei bis vier Minuten [NE-
MERE et al. 1984]. Dabei muss ein Rezeptor existieren, der sich vom klassischen nukleären VDR
unterscheidet. Es scheint gesichert, dass dieser über einen spannungsabhängigen Calciumkanal bio-
logische Effekte initiiert [ZHOU et al. 1992]. Somit vermittelt ein membranständiger VDR eine
Transduktion nach intrazellulär. Der vesikuläre Calciumtransport als Arbeitsmodell der nicht ge-
nomischen Signaltransduktion beinhaltet mögliche Messenger wie die PKA, die PKC, die PLCβ
bzw. Diacylglycerol (DG), Phosphatidylinositoltrisphosphat (IP3) und Calciumionen, die letztend-
lich zur Calcium-Exozytose als Endpunkt der führen [NEMERE u. FRANCH-CARSON 1998, DE-
BOLAND u. NORMAN 1990].
GROSSE et al. [1993] inkubierten Osteoblasten der Maus mit 24,25-dihydroxyvitamin D3 (24,25-
(OH)2D3) oder 1,25-dihydroxyvitamin D3 (1,25(OH)2D3) oder 25-hydroxyvitamin D3 (25OHD3).
Die dihydroxylierten Metaboliten induzierten eine multiphasische Antwort über IP3 mit drei peri-
odischen Maxima, die IP3 Antwort auf das 25(OH)D3 war monophasisch. 24,25(OH)2D3 provozierte
vergleichend zum 1,25(OH)2D3 eine höhere Amplitude bei gleichzeitig größerer Periode. DG wurde
auch biphasisch sezerniert. Diese schnellen nichtgenomischen Aktionen in Osteoblasten beinhalten
Effekte auf spannungsgesteuerte Calciumkanäle, die PLC-Aktivität und den Natrium/Hydrogen
Transport [BARAN 1994]. ZANELLO u. NORMAN [2006] inkubierten ROS17/2.8 Osteoblasten
der Maus mit 1α,25(OH)2D3 und bestätigten einen erhöhten Ionenfluss durch einen Dihydropy-
ridin (DHP)-sensitiven L-Typ-Calcium-Kanal und einen Chlorid-Kanal. Außerdem wird vermehrt
Barium durch den L-Typ-Calcium Kanal transportiert. In diese Mechanismen ist cyclisches Ade-
nosinmonophosphat (cAMP) als Second Messenger integriert. Daneben scheint es zusätzlich eine
direkte nichtgenomische Wirkung am L-Typ-Calcium-Kanal zu geben. Auch in der Muskelzelle ist
eine PKC-Aktivierung durch IP3-Hydrolyse Grundlage der Freisetzung von intrazellulärem Calcium
nach 1,25(OH)2D3-Bindung [CAPIATI et al. 2000].
Untersuchungen von BOYAN et al. [2001] an Chondrozyten der Wachstumszone zeigten, dass
24(R),25(OH)2D3 die PKC-Aktivität der Zelle signifikant erhöht. Dieser Effekt ist in diesem Fall
stereospezifisch. Die S-Form des 24,25(OH)2D3 hat keine Wirkung auf die PKC-Aktivität. Dies
spricht für eine Rezeptor-vermittelte Vitamin D-Wirkung und widerlegt die Theorie [KHARE et al.
1997] einer direkten Aktivierung von Adaptermolekülen wie Src durch Calcitriol (siehe unten).
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Die PL D-2 ist dabei Mittler der gesteigerten PKC Aktivität. 24(R),25(OH)2D3 provoziert keine
Translokation der PKC in die Plasmamembran, vielmehr aktiviert es die inaktive PKCα.
Nach GNIADECKI [1998b] existieren nichtgenomisch neben Wirkungen auf die PK und Ionen-
kanäle in verschiedenen Zellen, auch Wirkungen auf eine nicht membrangebundene Tyrosinkinase
in Keratinozyten und Enterozyten des Kolons. Src ist Mittler für Isoenzyme der PKC und MAPK.
PK sind im Allgemeinen darin involviert, Membransignale zur Zytokin- und Lymphokinsynthese
zu transduzieren [TANIGUCHI 1995]. Manchmal ist die PK-Aktivität dafür verantwortlich, Rezep-
toren oder andere Botenstoffe zu phosphorylieren. Tyrosin-phosphorylierte Proteine wie beispiels-
weise das Src binden weitere Signalmoleküle wie den Growth factor receptor bound 2 (Grb2)
und das Produkt des son of sevenless (SOS) Gen. SOS stimuliert eine GTP-Bindung an das
kleine G-Protein Ras, was an die MAPK und Raf transduziert [EGAN et al. 1993; MOODIE
et al. 1993]. Keratinozyten, die mit Calcitriol behandelt wurden, zeigten eine Raf- und MAPK-
Aktivität [GNIADECKI 1998a]. Darüber hinaus stimulierte Calcitriol eine Shc-Phosphorylierung
und Komplexbildung zwischen Shc, Grb2 und SOS. Da dem VDR keine intrinsische PK-Aktivität
zu eigen ist, muss ein weiteres Protein die Aktivierungskaskade durch Phosphorylierung von Shc
in Gang gesetzt haben. Man geht hierbei von einer auxiliären PK-Aktivität, einer sogenannten
non-Rezeptorproteinkinaseaktivität aus [TANIGUCHI 1995]. Auch nach KAHLERT et al. [2000]
assoziiert der membranständige VDR mit einem Tyrosinkinase-Rezeptor oder einem grossen G-
Protein-gekoppelten Rezeptor plasmainnenseitig - ähnlich dem Östrogen. Zusammenfassend weisen
die Studien von KHARE et al. [1997] und GNIADECKI [1996] auf mindestens zwei unterschiedliche
Signaltransduktionskaskaden hin. Die PLC-γ koppelt an die PKC und mobilisiert dabei Calcium
aus internen Speichern. Die Phosphorylierung von Shc aktiviert sukzessive Grb2 SOS und Ras,
was letztendlich zur MAPK-Aktivierung führt. Während NEMERE et al. [1984] und NORMAN
et al. [1993] noch davon ausgingen, dass der nichtgenomische Weg von einer Interaktion mit der
Zellmembran und damit einem klassischen VDR abhängig ist, gehen KHARE et al. [1997] davon
aus, dass diese Interaktion in intrazellulären Liposomen stattfindet. Im Weiteren besteht auch die
Möglichkeit, dass Vitamin D ohne vorherige Rezeptorbindung Src direkt aktiviert.
Der exakte Mechanismus, wie 1,25(OH)2D3 die Zelldifferenzierung beeinflusst, ist noch nicht
hinreichend geklärt. Neben nukleären genomischen Effekten vermutet man heute einen schnellen
autokrinen Mechanismus der Differenzierung. Lange glaubte man, dass die MAPK ausschließlich
durch Mitogene aktiviert wird [DAVIS 1993]. Langfristig wird die MAPK in ihrer aktiven Form
in den Zellkern transloziert [CHEN et al. 1992]. Da die MAPK eine Serinkinase ist, phosphory-
liert sie den nukleären VDR an seinen Serinresten 51 und 208. Diese Translokation verknüpft den
genomischen mit dem nicht genomischen Weg.
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2.5.2 Vitamin D im Kontext des Immunsystems
Die physiologische Rolle von Vitamin D in der Immunabwehr ist bisher nicht klar definiert. Eine
spezifische Interaktion zwischen Vitamin D und dem Immunsystem gilt seit der Entdeckung ei-
ner ektopischen 1,25(OH)2D3 Synthese und der Existenz hochaffiner Rezeptoren für 1,25(OH)2D3
in Leukozyten als gesichert. Die Erkrankung der Sarkoidose gab erstmals Hinweis auf einen ab-
normalen Vitamin D-Metabolismus. PAPAPOULOS et al. [1979] notierten, dass hypercalcämische
Episoden an abnormal hohe 1,25(OH)2D3-Konzentrationen gekoppelt sind. Dabei zeigten auch ne-
phrektomierte Patienten mit Sarkoidose diese erhöhten 1,25(OH)2D3-Konzentrationen [BARBOUR
et al. 1981]. Makrophagen zeigten die gleiche Affinität für das Provitamin 25OHD3 wie Nierenzel-
len [ADAMS u. GACAD 1985]. In Makrophagen besteht jedoch keine Konkurrenz zwischen der
1α-Hydroxylase und der 24α-Hydroxylase. Nachdem bereits seit längerem bekannt war, dass Al-
veolarmakrophagen zur 1,25(OH)2D3 Synthese fähig waren [INUI et al. 2001], bewiesen DUSSO
et al. [1991] dies für periphere Blutmonozyten. Dabei fällt auf, dass urämische Patienten eine ge-
steigerte Synthesekapazität bei reduziertem Katabolismus besitzen. Es gibt Entzündungszustände,
die mit einer Makrohagenaktivierung einhergehen, während derer 1,25(OH)2D3 in die systemische
Zirkulation gelangt [DUSSO et al. 1991]. Nicht der Hyperparathyreoidismus chronisch nierenkran-
ker Patienten, sondern vielmehr ein fulminanter 1,25(OH)2D3-Mangel initiieren die 1,25(OH)2D3-
Produktion. Unterschiedliche Untersuchungen konnten beweisen, dass es sich bei diesem polaren
Metaboliten um die aktive Form des Vitamin D3 - 1,25(OH)2D3 - handelt [REICHEL et al. 1987].
Nach PRAMANIK et al. [2004] hemmt LPS die Interaktion zwischen 1,25(OH)2D3 und dem VDR,
was die myelozytäre Differenzierung in reife Monozyten respektive Makrophagen blockiert. Die
Ursache sehen FRITSCHE et al. [2003] darin, dass dendritische Zellen nach LPS-Inkubation fä-
hig sind, 1,25(OH)2D3 zu synthetisieren, was eine weitere Differenzierung der Vorläuferzellen per
parakrinem Mechanismus hemmt.
Neben der Tatsache, dass Makrophagen eine intrinsische 1,25(OH)2D3-Synthesekapazität besit-
zen, sind diese auch Ziel der Immunmodulation. Vitamin-D-defizitäre Situationen erhöhen sowohl
bei Tieren als auch bei Menschen das Infektionsrisiko, was auf einer gehemmten Makrophagen-
funktion beruht [SILVA et al. 1993; GIRASOLE et al. 1990]. Die Differenzierungskapazität von
Monozyten und deren Aktivität (Tumor-Zell-Toxizität, Phagozytose) wird hingegen durch eine
Vitamin D-Exposition erhöht [WALTERS 1992]. PROVVEDINI et al. [1986] kultivierten Mono-
zyten für vier Wochen in autologem Serum mit 1,25(OH)2D3 und fanden bei unbehandelten und
behandelten Monozyten morphologische Veränderungen hin zum Phänotyp eines Makrophagen.
Nach BEHNAMED et al. [1994] erhöhte sich die Nukleoluszahl und die Zahl zytoplasmatischer
Extensionen.
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Während die angeborene Immunabwehr durch Vitamin D-Applikation gesteigert wird, wird der
spezifische Pfad der Immunabwehr durch eine Reduktion der T-Zell-Proliferation und Aktivität
(IL2, IFNγ) gehemmt. Dabei wird vermutet, dass Th2-Antworten gegenüber Th1-Antworten über-
wiegen. Zytokine der Th1-Antwort wie das IL12 werden nach D`AMBROSIO et al. [1998] gehemmt,
während Zytokine der Th2-Antwort wie IL4, TGFβ überwiegen [CANTORNA et al. 1998]. AN-
TONEN et al. [1996] dagegen sprechen von einer generellen Restauration der supprimierten T-Zell-
Antwort bei Patienten unter HD-Therapie nach Calcitriolapplikation. Die Antikörperproduktion
durch B-Zellen wird durch die Behandlung mit 1α,25(OH)2D3 reduziert [YANG et al. 1993]. Par-
tiell besteht ein Schutz vor einer experimentell induzierten Glomerulonephritis nach Behandlung
mit 1α,25(OH)2D3.
Unterschiedliche Enzyme regulieren die 1α,25(OH)2D3-Synthese und damit dessen Aktivität. Da-
bei unterscheidet man die 25-Hydroxylase (Cytochrom P450-C25-Hydroxylase = P450C25), die v.a.
in der Leber exprimiert wird [PONCHON et al. 1969]. Weiterhin wird diese in der Haut, Niere, Kno-
chen, Plazenta, Prostata, Keratinozyten, Makrophagen und im Darm exprimiert [LEHMANN u.
MEURER 2003]. Die höchste Enzymaktivität haben die Mikrosomenfraktion und die Mitochondri-
en. Die 1-Hydroxylase (Cytochrom P450-C1-Hydroxylase = P450C1) wird dagegen von der Niere,
der Haut, dem Intestinum, den Makrophagen und dem Knochen exprimiert [ZEHNDER et al. 2001].
Fast alle Zellen exprimieren die 24-Hydroxylase (Cytochrom P450 C24 Hydroxylase = P450C24),
dabei wird die höchste Aktivität in der Niere gefunden [OMDAHL et al. 2001]. Im Gegensatz
zur renalen 24-Hydroxylierung ist die monozytäre dysreguliert mit potenziellen hypercalcämischen
Zuständen. Makrophagen exprimieren eine Variante (nach Spleißen) des 24-Hydroxylase-Gens, aus
dem ein verkürztes Protein synthetisiert wird. Dies reduziert die monozytäre 1,25(OH)2D3 Synthese
[REN et al. 2005].
2.5.3 Vitamin D im Kontext der Niereninsuffizienz
Patienten mit Nierenerkrankungen im Endstadium sind immundefizient. Dieser Zustand ist durch
eine gehemmte Immunantwort, eine erhöhte Disposition für virale oder bakterielle Erkrankungen,
eine verringerte Transplantatabstoßung und ein erhöhtes Tumorrisiko gekennzeichnet [MILLER
u. STEWART 1980]. Da 1,25(OH)2D3 durch die gesunde Niere hydroxyliert wird, haben Nieren-
kranke in der Regel ein Defizit dieses Enzyms [SAAB et al. 2007]. Wie bereits erwähnt, reduziert
1,25(OH)2D3 die HLA-DR Expression in vitro dosisabhängig (> 0,1 nM) im Vergleich zu Gesunden
[TOKUDA u. LEVY 1996, TOKUDA et al. 1992]. Die HLA-DR Expression nierenkranker Pati-
enten war initial vor einer 1,25(OH)2D3-Therapie gegenüber Gesunden erhöht. Deckungsgleich zur
in-vitro-Studie war jedoch die Expression des HLA-DR nach Applikation des Vitamins erniedrigt.
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Die hohe Sensitivität und der damit verbundene starke Abfall des HLA-DR gründen auf einer ab-
soluten Mangelsituation, da HD-Patienten vor einer 1,25(OH)2D3-Intervalltherapie nicht messbare
Spiegel des Vitamins hatten. Die HLA-DR Reduktion korreliert mit einer reduzierten Funktion des
Monozyten als APZ und damit einhergehender gehemmtem Zytokinfreisetzung durch CD4+ T-
Helferzellen. Damit sind auch lokale T-Zell-vermittelte-Immunreaktionen gehemmt. Hingegen war
die Fähigkeit zur Phagozytose initial bei HD-Patienten vergleichend zur Referenzgruppe deutlich
erniedrigt [TOKUDA et al. 2000]. Diese konnte durch eine 1,25(OH)2D3-Oraltherapie jedoch signi-
fikant gesteigert werden [TOKUDA u. LEVY 1996]. Interessanterweise zeigen VDR Knock-Out-
Mäuse trotz der pleiotropen immunmodulatorischen Wirkungen des 1,25(OH)2D3 keine Abnorma-
lität der Immunabwehr bei in-vitro-assays oder bei in-vivo-Versuchen mit Pankreasinsel-Allografts
[MATHIEU et al. 2001]. Mäuse mit einer Defizienz der 25OHD3 1α-Hydroxylase dagegen hatten
vergrößerte Lymphknoten bei reduzierter Anzahl an CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten [PANDA
et al. 2001].
Eine erste orale 1,25(OH)2D3-Administration erhöhte den Plasmaspiegel von 1,25(OH)2D3 auf
200 pg/ml innerhalb der ersten vier Stunden, der danach sukzessive fiel. 1,25(OH)2D3 hatte keinen
Effekt auf die Anzahl der zirkulierenden CD14+ Monozyten [TOKUDA et al. 2000]. Die Super-
oxidproduktion durch neutrophile Leukozyten war zwei, jedoch nicht drei oder vier Tage nach
oraler Applikation von 1,25(OH)2D3 erhöht. Obwohl der Immunstatus des HD-Patienten multifak-
toriell moduliert ist - wie durch urämische Toxine, die Dialyse selbst, die Plasmakonzentrationen
von Calcium und PTH - kann man dennoch Effekte des 1,25(OH)2D3 per Subtraktion bewerten
[VANHOLDER et al. 1996].
Lange Zeit erfolgte die Vitamin D-Substitution des nierenkranken Patienten mit Blick auf den
gestörten Knochenstoffwechsel, der sich im Rahmen der unzureichenden renalen Calcidiol-Hydroxy-
lierung und des daraus resultierenden sekundären Hyperparathyreoidismus mit renaler Osteodystro-
phie manifestiert. Negativer Effekt der Vitamin D-Substitution ist die Erhöhung des Calcium-
Phosphat-Produktes, das somit zur akzelerierten Arteriosklerose beiträgt. Glaubt man Virchow:
Der Mensch ist so alt wie seine Gefäße., so muss man aufgrund der Nebenwirkung auf das Gefäß-
system den Einsatz von Vitamin D kritisch betrachten.
Die Pathogenese des Hyperparathyreoidismus im Rahmen der Nierenersatztherapie ist multikau-
sal. Eine reduzierte Calcitriolproduktion ist ebenso wie ein veränderter Metabolismus, eine verrin-
gerte Rezeptoranzahl oder Rezeptorresistenz ursächlich beteiligt. Calcitriol wird unterproportional
synthetisiert, da weniger Substrat (25OHD3) für die 1α-Hydroxylase zur Verfügung steht, weil es zu
einer generellen Filtrationsabnahme bei Niereninsuffizienz kommt. Zudem wird die 1α-Hydroxylase
bereits bei früher Niereninsuffizienz durch erhöhtes intrazelluläres Phosphat gehemmt. Eine fortge-
schrittene Niereninsuffizienz mit einem Serumphosphatanstieg verstärkt diesen Hemmeffekt um ein
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Abbildung 3: Mechanismen rh hter Mortalität im Zusamm nhang kardiovaskulärer
Erkrankungen bei chro ischem Nierenversagen (modifiziert nach Wu-WONG [2007])
Vielfaches. Bei zusätzlichem Vorliegen eines nephrotischen Syndroms verliert der Patient zusätz-
lich 1,25(OH)2D3 über den Urin. Calcitriol, 1,25(OH)2D3, wirkt über einen negativen Feedback-
Mechanismus auf die Parathyreoidea und supprimiert die PTH-Synthese [CANTLEY et al. 1985;
SILVER et al. 1985]. Der Calcitriol/VDR-komplex hemmt die Transkription des PTH-Gens und
hemmt dabei gleichermaßen die PTH-Sekretion. Außerdem erhöht dieser die VDR-dichte. Da der
chronisch niereninsuffiziente Zustand fast immer mit einem sekundären Hyperparathyreoidismus
einhergeht, kann Calcitriol zur Suppression der Parathyreoidea genutzt werden [SLATOPOLSKY
et al. 1984]. Dessen therapeutischer Nutzen wird jedoch durch dessen überproportional hohe cal-
citrope Wirkung restringiert. Eine gesteigerte Calciummmobilisierung des Knochen und Calcium-
absorption aus dem Darm kann eine Hypercalcämie manifestieren. Schlussfolgernd benötigt man
Vitamin D-Analoga, die eine hohe Rezeptoraffinität besitzen bei geringer bis fehlender Wirkung
auf den Calcium-Phosphat-Haushalt [SLATOPOLSKY u. BROWN 2002, SLATOPOLSKY et al.
1995, COYNE et al. 2002].
Für die VDR-wirkung ist die 1α-ständige Hydroxylgruppe essentiell. Die reduzierte calcitrope
Wirkung von beispielsweise 19-nor-1,25(OH)2D2 (= Paricalcitol) kann nicht durch eine verringerte
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Rezeptorbindung erklärt werden [BROWN u. GORDON 2005]. Aktuell gibt es im Rahmen der The-
rapie des sekundären Hyperparathyreoidismus drei Analoga: 22-Oxacalcitriol, 19-nor-1,25(OH)2D2
(Paricalcitol) und 1αVitamin D2. 19-nor-1,25(OH)2D2 hat ein C-Atom 28 und eine Doppelbin-
dung am C-Atom 22, charakteristisch für Vitamin D2 Verbindungen. Ihm fehlt hingegen die Me-
thylengruppe am C-Atom 19 als exozyklische Doppelbindung, die allen natürlichen Vitamin D-
Metaboliten gemein ist. SLATOPOLSKY et al. [1995] demonstrierten, dass 19-nor-1,25(OH)2D2
in Kultur boviner Parathyreoideazellen die PTH Sekretion stärker supprimiert als 1,25(OH)2D3.
Außerdem supprimiert dieses Analogon die pre-pro-PTH mRNA. FINCH et al. [1999] erkannten,
dass 19-nor-1,25(OH)2D2 den Calcium- und Phosphormetabolismus um den Divisor Zehn weniger
beeinflusst. 19-nor-1,25(OH)2D2 reduziert im Gegensatz zu 1,25(OH)2D3 die intestinale Vitamin
D-Rezeptorexpression [TAKAHASHI et al. 1997]. BROWN et al. [2000] sahen die geringe calcitrope
Aktivität in einer Rezeptorresistenz in Knochen und Darm nach Langzeitanwendung des Analogons
begründet.
Zusammenfassend kann man schlussfolgern, dass das kardiovaskuläre Risiko von Patienten mit
verminderter Nierenfunktion bereits lang vor Beginn der Dialysepflichtigkeit stark ansteigt. Dies
bestätigten Ergebnisse der klinischen Studien HOPE (Heart Outcomes Prevention Evaluation Stu-
dy), INSIGHT (International Nifedipine GITS Study: Intervention as a goal in hypertension treat-
ment) und VAILLIANT (Valsartan In Acute Myocardial Infarction Trial). Der Serumspiegel von
1,25(OH)2D3 sinkt bereits bei Stadium zwei des chronischen Nierenversagens, wenn die glomeruläre
Filtrationsrate noch größer 90 ml/min/1,73m2 ist. Als Folge beginnt das Serum-PTH zu steigen.
Eine Vitamin D-Substitutionstherapie ist daher unerlässlich und kann durch die Verwendung von
Vitamin D-Analoga nicht-calcitrop und damit vasoprotektiv gestaltet werden.
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3.1 Geräte
Accuro Gasspürpumpe Dräger Safety AG & Co.KGaA
Autoklav Typ GE406 Getinge AB
Axiovert Invertmikroskop mit Phototubus Zeiss
Brutschrank mit CO2-Begasung (Typ 5060 EK-CO2) Haereus
Eppendorf Referenz Pipetter Variabel 20 µl bis 1000
µl
Eppendorf
Fluoreszenz Durchflusszytometer Modell FACScanr Becton Dickinson
Kalibriertes Mikrotiterplattenlesegerät Cubic Spliner
450 ± 10 nm
DRG Diagnostics
Kern 770 Analysenwaage WTM
Kern 440-33 Kompaktwaage Kern & Sohn GmbH
Kühlschrank mit Gefrierfach (-20 ◦C) Einzelhandel
Labofuge 400 R Haereus instruments
Magnetrührer mit Heizplatte (IKA Combimag RCT) Bott & Walla GmbH
Mikroliterpipetten-Gilson Gilson
pH-Meter 330i set WTW
Pipettenständer und Adapter Eppendorf
Pipetusr-akku Hirschmannr Laborgeräte
Power Mac G4 einschließlich Cell-quest-pror Becton Dickinson
Reinraumwerkbank Laminair Haereus
Sicherheits-Absaugsystem EcoVac Schütt Labortechnik
Sicherheitspipettierball FlipTM Deutsch & Neumann
Transmissions-Elektronenmikroskop EM 10 CR Zeiss
Tischzentrifuge Universal 16A Hettich GmbH & Co.KG
Varipetter Eppendorf
Vortex Mixer Vibrofix VF1 IKAr Labortechnik
Wasserbad, WTE var Assistent WTE
Wildvets Invertmikroskop hund
Zählkammer nach Neubauer Blaubrandr Brand
Tabelle 2: Geräte
32
3 Material und Methoden
3.2 Klinikbedarf
Discarditr Spritzen (20 ml) Becton Dickinson
Einmal-Untersuchungs-Handschuhe Safeskin Satin
Plus
Kimberly-Clark
Kanülen-Abfallboxen (250 ml) neoLabr
Multi-Adapter Luer Sarstedt
Multiflyr 21 G Schlauchlänge 20 cm Sarstedt
Perfusionsbesteck Ecoflor 19 G Schlauchlänge 30 cm Dispomedr
S-Monovetter EDTA K2 Gel (9.0 ml) Sarstedt
S-Monovetter EDTA K2 Gel (7.5 ml) Sarstedt
S-Monovetter EDTA K2 Gel (2.6 ml) Sarstedt
Tabelle 3: Klinikbedarf
3.3 Laborbedarf
Aluminiumfolie Wanit-Fulgurit
Aluminiumpipettenbüchsen quadratisch neoLabr
Barrycidal Sprühflasche Interchem Hygiene GmbH
Biopur Combitips plus (0.2 ml, 1.0 ml) Eppendorf
Beem Kapseln Eppendorf
Bottle Top Filter Nalgener (500 ml) Nalgene
Single use Filter 0,2 µm steril, nicht pyrogen Nalgene
Single use Filter Millexr-HA 0,45 µm steril, nicht py-
rogen
Millipore
Greiner bio-one Gefäße (15 ml, 50 ml) Cell Star
Kryoaufbewahrungsbox aus Karton neoLabr
Laborflaschen mit Schraubverschluß (autoklavierbar) Schott
Messpipetten (7530 10 ml 25/bag) Falconr Becton Dickinson
Mikrotiterwells, 96 wells (Anti-TGFβ1 beschichtet) DRG Diagnostics
Parafilmr M neoLabr
Pasteurpipetten Glas 15 cm Resch
Pasteurpipetten Typ Mikro mit Kapillar-Ansaugspitze Ratiolab
Pipettenspitzen, lose (blau 1000 µl, gelb 200 µl)
Plastibrandr
Brand
Polystyrol Round Bottom tubes Falconr
Reagenzglasgestell (für 50 ml Röhrchen) Württ. Cell.
Reagenzglasständer Edelstahl Württ. Cell.
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Reaktionsgefäße transparent mit Deckel (1.5 ml, 2.0
ml)
neoLabr
Reaktionsgefäßeständer 1.5 ml (Micro Test Tube
Rack)
Brand
Rotilabor Laborstift Roth GmbH
Safe-seal Reagiergefäß farblos 2 ml Sarstedt
Sigma clean water bath treatment Sigma Aldrich Chemie GmbH
Spezialindikator (0-2.5, 2.5-4.5, 5.2-7.2, 4.0-7.0, 2.0-
9.0)
Merck
Sterile Plastik Pipette (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml) LP Italiana Spa Milano
Tesafilm-Klebeband Einzelhandel
Tischständer für Vernichtungsbeutel neoLabr
Trichter mit kurzem Stiel Duran r
24 well Multischalen Nunc
Tabelle 4: Laborbedarf
3.4 Reagenzien
Ampuwar für Spülzwecke Fresenius
Anti-HLA-DR PE Becton Dickinson
Anti-Human CD16 CY-Chrome Becton Dickinson
Anti-Human CD14 FITC Becton Dickinson
Anti-Human CD80-PE Becton Dickinson
Anti-Human CD86-PE Becton Dickinson
Anti-Human TLR4-PE Natutec eBioscience
Anti-Human TLR2-PE Natutec eBioscience
Antiserum zu 11 ml Monoklonaler Maus Anti TGFβ1
Antikörper
DRG Diagnostics
Anti-cytokine conjugated beads (2.5 × 106 bead/ml) Bio-Rad
Assay Buffer zu 10 ml (0 pg/ml) TGFβ1 DRG Diagnostics
Bio-Plex assay buffer A Bio-Rad
Bio-Plex detection antibody diluent A Bio-Rad
Bio-Plex sample diluent A Bio-Rad
Bio-Plex standard diluent A Bio-Rad
Bio-Plex wash buffer A Bio-Rad
BSA Albumin Fraktion 5 PanTM Biotech GmbH
Calciumglukonat-Injektionslösung 10% Braunr
CalibriteTM beads Becton Dickinson
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Cell fixTM Becton Dickinson
Cell wash PBS Becton Dickinson
Chromosmiumsäure Sigma Aldrich, Inc.
Dextran T500 Roth GmbH
DMSO 99,8% Rothiburan Roth
Enzyme Complex zu 11 ml Streptavidin-Peroxidase DRG Diagnostics
Enzyme Conjugate zu 11 ml Anti Maus IgG (biotiny-
liert)
DRG Diagnostics
Ethanol 80% Apotheke
FACS Clean 5 l Becton Dickinson
FACS Clean ( 1% Cl−) Becton Dickinson
FACS Flow Becton Dickinson
FACSTM Lysing Solution Becton Dickinson
FACS Rinse (Detergenz) Becton Dickinson
Fetales Rinderserum Ursprung Südamerika PanTM Biotech GmbH
Fixation und Permeabilisation CaltagTM Laboratories
Glutaraldehyd (70%) Sigmar
Hepes Puffer Sigmar
Isotonische NaCl Lösung Fresenius
L-Glutamin 200 mM PanTM Biotech GmbH
Lipopolysaccharide chromatographically P Sigma Aldrich Chemie GmbH
Mouse IgG1, κ CY-Chrome Becton Dickinson
Mouse IgG2b, κ FITC Becton Dickinson
Mouse IgG2a, PE Becton Dickinson
NaCl kristallin (Hellige Reagenz R260) Merck
NaOH Lösung 8% Apotheke
NycoPrepTM 1.068 Progen Biotechnik
RPMI 1640 ohne L-Glutamin mit 2.0 g/l, ohne Phe-
nolrot, NaHCO3
PanTM Biotech GmbH
RPMI 1640 ohne L-Glutamin mit 2.0 g/l, mit Phenol-
rot, NaHCO3
PanTM Biotech GmbH
RPMI 1640 ohne L-Glutamin, ohne Phosphat, mit 15
mM Hepes, mit 2.0 g/l NaHCO3
PanTM Biotech GmbH
Salzsäure (HCl) 10% Hausapotheke
Standard (25 µg pro Zytokin) Bio-Rad
Sterile 96-well filter plate Bio-Rad
Stockstandard zu 2 ml (600 pg/ml) TGFβ1 DRG Diagnostics
Stop Solution zu 14 ml 0,5 M H2SO4 DRG Diagnostics
Streptavidin-PE (100-fach) Bio-Rad
Substrate Solution zu 14 ml, Substratlösung TMB DRG Diagnostics
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Tritiplexr (Äthylendinitrilotetraessigsäure) pro ana-
lysi (EDTA)
Merck
Trypanblue solution 0.4% Sigma Chemical Co.
Trypsin EDTA Seromedr
Wash Solution zu 30 ml, 40-fach konzentriert DRG Diagnostics
Zemplarr (Paricalcitol) Abbott GmbH & CoKG
Tabelle 5: Reagenzien
3.5 Kulturmedien, Puffer, Lösungen
3.5.1 Herstellung des Waschpuffers
Der Waschpuffer wurde aus 4.5 g Natriumchlorid (NaCl), 5.0 g Bovinem Serumalbumin (BSA),
1.7 ml 0.5 M Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA = Ethylenediaminetetraaceticacid) und Aqua
sterilisata ad 500 ml hergestellt. Die Lösung wurde anschließend sterilfiltriert und auf pH = 7,2
eingestellt.
3.5.2 Herstellung der 0.5 M EDTA
Die 0.5 M EDTA wurde aus 18.61 g EDTA und Aqua sterilisata ad 100 ml hergestellt. Die Lösung
wurde anschließend mit Natriumhydroxid (NaOH) 8% auf pH = 8 eingestellt und autoklaviert.
3.5.3 Herstellung des Kulturmediums
Das Kulturmedium wurde aus 500 ml Rosswell Park Memorial Institute-Medium (RPMI) 1640,
50 ml Fetalem Kälberserum (FKS) und 5 ml 1% L-Glutamin hergestellt. FKS wurde vorher im
Wasserbad bei 56◦ C eine halbe Stunde mit Sigma Clean 0,16 ml/l inaktiviert. Inaktiviertes FKS
wurde zu 50 ml alliquotiert und eingefroren.
3.5.4 Herstellung der 8 %igen Dextranlösung aus der Trockensubstanz
Die 8%ige Dextranlösung wurde aus 8 g Dextran T500, 0.9 % NaCl ad 100 ml hergestellt.
Dextran ist eine Polyglukose mit einem Molekulargewicht von ∼ 500000g/mol. 8 %iges Dextran
wurde in 0.9 % isotonische NaCl-Lösung gegeben. Die Lösung wurde ca. 1 Stunde gerührt und
anschließend autoklaviert.
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3.5.5 Herstellung des Mediums zum Monozyten abnehmen (10 mM EDTA)
Das Medium zum Abnehmen der Monozyten bestand aus 0.37 g EDTA und 0.9 % NaCl ad 100 ml
bei einem Ziel-pH-Wert von 7,2.
3.6 Gewinnung von humanem Vollblut
Das Blut wurde durch Punktion nach Stauung am Oberarm unter sterilen Kautelen in der V.
mediana cubiti gewonnen. Insgesamt wurden 12 Vollblutproben von CAPD-, 20 Vollblutproben von
HD-Patienten, 13 Vollblutproben von Patienten mit sekundärem Hyperparathyroidismus gewonnen
und ebenso viele gesunde Kontrollen (Probenvolumen 2,5 ml bis 7,5 ml). Die Probenvolumina für
die 26 Zellkulturansätze betrugen jeweils durchschnittlich 380 bis 450 ml.
3.7 In-vitro-Kultivierung der Monozyten des peripheren Blutes
(BMDM, blood monocyte derived macrophages)
3.7.1 Aufbereitung des Vollblutes
Das Blut wurde innerhalb der folgenden 30 Minuten in 50 ml Greiner bio-one Gefäße verbracht.
Anteilig wurden 10 % Dextran T500 hinzugefügt [SCHULMAN 1968].
3.7.2 Dichtegradientenzentrifugation
Zur vollständigen Isolierung der Monozyten wurde anschließend die Methode der isopyknischen
Zentrifugation [KAPITONOVA et al. 1981] angewandt. Hierbei überschreitet die maximale Dichte
des Mediums die Dichte des dichtesten Partikels. Hintergrund dieses Prinzips ist die Tatsache, dass
der Monozyt durch einen Dichtegradienten in einem Schwebezustand verbleibt, wenn dieser sich
der Phase des Mediums mit gleicher Dichte nähert [CALDER et al. 2004]. Daher auch die Bezeich-
nung isopyknisch (griech. iso ≡ gleich; pykn ≡ dicht, dick, derb). Somit schwimmen Partikel gleicher
Dichte, getragen vom Medium höherer Dichte. Man spricht in diesem Fall von Buoyant-Dichte eines
Partikels [BOYUM 1968]. Monozyten haben eine geringere durchschnittliche Dichte (1,059 - 1,068
g/cm3) als Lymphozyten (1,066 - 1,077 g/cm3), die jedoch im Grenzbereich überlappt [PRET-
LOW u. PRETLOW 1989]. Hyperosmotische Lösungen provozieren weit mehr ein Schrumpfen der
Lymphozyten als der Monozyten. Dadurch entstehen Dichtedifferenzen zwischen Monozyten und
Lymphozyten über das physiologische Maß hinaus [SHORTMAN 1984]. Für den expliziten Fall
der Monozytenisolierung wurden 10 ml NycoPrepTM 1.068 (Dichte 1.068 g/l) [BOYUM 1983] in
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einem 50 ml Greiner bio-one Gefäß vorgelegt [AL-MUFTI et al. 2004]. Tatsächlich sind die meisten
Säugerzellen durch eine Dichte zwischen 1.055 bis 1.110 g/ml charakterisiert.
3.7.3 Vitalitätsbestimmung und Zellzählung
Unter 100-facher Vergrößerung wurden als Mindeststandard vier Großquadrate ausgezählt. Die
Zellzahl der untersuchten Zellsuspension errechnete sich aus dem Mittelwert der vier Großquadrate
multipliziert mit dem ausgezählten Volumen (0,1 Mikroliter (µl) ≡ dem Faktor 104), dem Verdün-
nungsfaktor (durch Verwendung des Puffers sowie der Berücksichtigung der anteiligen Verwendung
der Trypanblaulösung - Trypanblue solution 0.4% Sigma Chemical Co.) [LINDL 2002].
3.7.4 Kultivierung der Monozyten
Die Monozyten wurden mit einer ungefähren Zelldichte von 5 × 105 Zellen pro Well kultiviert.
Hierfür wurde 1 ml RPMI 1640 ohne Phenolrot substituiert. In einem Pilotversuch wurde ge-
zeigt, dass die Autofluoreszenz bei Phenolrot-freiem Medium im Vergleich zu Phenolrot-haltigem
deutlich reduziert war. Die Zellen wurden für jeweils 48-, 72- und (96-) Stunden bei 5% iger Kohlen-
dioxid (CO2) Konzentration und 37 ◦C im Haereus Brutschrank (Typ 5060 EK-CO2) kultiviert. Im
Rahmen der Paricalcitol-Zellkulturversuche wurden physiologische Variationen im Calcium- und
Phosphat-Spiegel im Zellkulturmedium nachgestellt (Normocalcämie 2,5 mmol/l, Hypercalcämie
3,5 mmol/l, Normophosphatämie 1,2 mmol/l, Hyperphosphatämie 2,5 mmol/l, Hypophosphatämie
0,6 mmol/l). Der Referenzbereich liegt für Calcium bei 2,0 bis 2,5 mmol/l, für Phosphor bei 0,8 bis
1,4 mmol/l. Es sind 6 Variationsmöglichkeiten (3 Phosphat- und 2 Calciumkonzentrationen) der
Calcium- und Phosphat-Konzentration im Medium denkbar.
3.8 Stimulierung der Monozyten in Zellkultur
3.8.1 Unstimulierte Monozyten
Wir führten insgesamt 26 Versuche mit Monozyten von Gesunden zur Paricalcitol-Studie durch.
Wie unter Kapitel 3.10.2 im einzelnen beschrieben, war es notwendig native Monozyten als interne
Kontrollen zu nutzen.
3.8.2 Paricalcitol- bzw. LPS-stimulierte Monozyten
Paricalcitol wurde in einer Konzentration von 10−7 M (8,4 µl pro Well) bzw. 10−9 M zugesetzt.
Dabei wurden einzelne Wells ausschließlich, andere in Kombination mit LPS stimuliert. Paricalci-
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tol wurde den Zellen am Tag der Präparation zugesetzt. 10 mg LPS wurden in 10 ml FKS-freiem
Medium gelöst. LPS wurde in einer Konzentration von 10 µg pro ml (also pro Well) zugesetzt. Wie
oben erwähnt, wurde LPS auch in Kombination mit Paricalcitol jeweils am Tag der Präparation
zugesetzt. In einem Pilotversuch wurden die Effekte unterschiedlicher LPS-Konzentrationen unter-
sucht: 10 ng, 100 ng, 1 µg, 10 µg, 100 µg (jeweils pro ml). Das Signal im Fluoreszenzkanal (FL)1
wurde durch Phenolrot-haltiges Medium verstärkt. LPS provozierte in variierenden Konzentratio-
nen keinen hochsignifikanten Unterschied der Fluoreszenzintensität. Da LPS imstande ist, v.a. bei
Konzentrationen < 0,1 mg/ml, an Plastik und Glas zu binden (Produktinformation von Sigma
Aldrich), wurden jeweils 10 µl LPS in einer Konzentration von ≥ 0,1 mg/ml zugesetzt. Dadurch
war jegliche Adhärenz zu vernachlässigen und eine gleichmäßige Verteilung gegeben.
3.9 Intravenöse Verabreichung von Paricalcitol an HD-Patienten
Paricalcitol ist ein synthetisches Vitamin D-Analogon zur Behandlung des sekundären Hyperpara-
thyroidismus bei Patienten mit CNI. Initial wird eine Dosis von 0,04 µg/Kilogramm (kg) bis 0,1
µg/kg empfohlen. Diese wurde maximal jeden zweiten Tag während der Dialysetherapie intrave-
nös appliziert. Dosisanpassungen wurden vorgenommen - adaptiert an den aktuellen Serum-PTH-
spiegel. Absolut wird empfohlen bei Serum-PTH-Spiegeln von 600 bis 1000 pg/ml 6 bis 10 µg, bei
Serumspiegeln größer 1000 pg/ml 10 bis 15 µg zu applizieren.
Die Initialdosis berechnete sich also:
Initialdosis(µg) = Basis - PTH-Spiegel (pg/ml)/80
oder
Initialdosis(µg) = Basis - PTH-Spiegel (pmol/l)/8,8
Die PTH-Veränderung bestimmt die Individualdosis:
V era¨nderung(%) =
PTHheute−PTHletzteMessung
PTHletzteMessung
× 100
PTH- Spiegel Paricalcitol-Dosis
Abnahme um größer 60 % reduzieren um 2 bis 4 µg
gleichbleibend oder ansteigend oder Abnahme
um kleiner 30 %
erhöhen um 2 bis 4 µg
Abnahme um größer 30 % und kleiner 60 % oder
PTH-Wert im Bereich 150 bis 300 pg/ml
beibehalten
Tabelle 6: Paricalcitol-Dosis in Abhängigkeit vom PTH-Serumspiegel
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3.10 Durchflusszytometrie
3.10.1 Prinzip der Durchflusszytometrie
Die Durchflusszytometrie [LUTTMANN et al. 2004] ist eine Methode zur Analyse von Einzel-
zellen in Suspension basierend auf deren Emissions- und Fluoreszenzeigenschaften. Zellgröße und
Granularität werden simultan bestimmt. Die Streulichteigenschaften der Zelle liefern das Vorwärts-
streulicht (FSC - forward scatter) und das 90◦-Streulicht (SSC - side scatter). Der FSC ist ein
Maß für die Größe der Zelle und deren Refraktion. Der SSC ist ein Maß für die Komplexität der
Zelle (innere Struktur), also Oberflächenbeschaffenheit und Granularität der Zelle. Diese Streulicht-
parameter erlauben eine Differenzierung zwischen Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten ei-
ner Vollblutprobe. Die Fluoreszenzen werden im FACScanr anhand eines Dreifarbenfiltersystems
unterschieden (grün, rot, orange). Die unterschiedlichen Amplituden werden drei Kanälen zuge-
ordnet. Alle Amplituden beschreiben die Mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) oder auch Relative
Fluoreszenzintensität (RFI) der einzelnen Zelle. Bei dem für diese Versuche verwendeten Durch-
flusszytometer handelt es sich um ein FACScanrmit einem Argonlaser. Dieser emittiert Licht einer
Wellenlänge von 488 nm. Daraus folgt, dass die zu verwendeten Fluorochrome alle bei λ = 488 nm
Licht absorbieren müssen. Fluorescein (FITC), Phycoerythrin (PE) und Phycoerythrin-Cyanin 5
(PECy5) besitzen ihre maximale Absorption in diesem Bereich. Wichtig zur Unterscheidung der
einzelnen Farbstoffe ist der Stokes shift- die Differenz zwischen Absorptions- und Emissionsspek-
trum. Das Gerät erfasst mit entsprechenden Detektoren bzw. den Kanälen FL-1, FL-2, FL-3 die
Fluoreszenzlichtemissionen in drei verschiedenen Wellenlängenbereichen (Grünfluoreszenz: 515 -
545 nm, Orangefluoreszenz: 564 - 606 nm; Rotfluoreszenz: > 650 nm). FITC emittiert bei 525 nm,
PE bei 578 nm, PE-Cy5 bei 675 nm.
3.10.2 Justierung des FACScan/ Qualitätskontrolle
Da das Durchflusszytometer in erster Linie ein relatives Messinstrument zur Bestimmung der re-
lativen Zellzahl bzw. RFI ist, sind Qualitätskontrollen obligat. Der MFI-Wert ist immer von der
optischen Justage und den gewählten Instrumenteneinstellungen abhängig. Auch wenn man die
Photo-Multiplier-Tube-(PMT)-Spannungen nicht verändert, können optische Veränderungen Än-
derungen der MFI-Werte bedingen. Um eine Vergleichbarkeit der MFI zu bewahren, wurde jeder
Zellkulturversuch durch interne Kontrollen (unbehandelte Zellen) ergänzt. Zusätzlich wurde jeder
Messreihe (Vollblut- oder Zellkulturanalyse) eine Justierung der Instrumenteneinstellung (Kom-
pensation) vorangestellt. Weiterhin wurden die optischen Achsen wöchentlich unter Standardbe-
dingungen hinsichtlich Signalverstärkung (PMT-Volts), Fluoreszenzkanalverstärkung, Schwellen-
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Subsets im Vollblut Subsets in Zellkultur
Abbildung 4: Dot Plots - FLureszenzkanal 3 (CD16PeCy5; y-Achse) gegenüber FLuo-
reszenzkanal 1 (CD14FITC; x-Achse): Verteilung der Monozyten in Vollblut (links) und
Zellkultur (rechts) - jeder Punkt (dot) repräsentiert einen Monozyten, dessen Position im Koordi-
natensystem durch die Höhe der CD16PECy5-Expression (Ordinate) und die Höhe der CD14FITC-
Expression (Abszisse) definiert ist; anhand der Expressionsstärke kann man drei Subpopulationen
(CD14++CD16- (grün), CD14++CD16+ (rot), CD14dimCD16+ (blau)) unterscheiden
wertbestimmung für den FSC justiert. Das für die Justage nötige Testsignal lieferten Latexpartikel
(CalibriteTM -Beads, Becton Dickinson). Isotypkontrollen waren ein zusätzliches Element der Qua-
litätssicherung (siehe Kapitel 3.10.6).
3.10.3 Probenvorbereitung zur Vollblutmessung
Zum extrazellulären Antigennachweis wurden jeweils 100 µl EDTA-Vollblut in Polystyrol Round
Bottom tubes verbracht und die Antikörper zur Dreifarbenmessung [Anti-Human CD16 CYChrome,
Anti-Human CD14 FITC sowie Anti-HLA-DR PE (oder Anti Human-TLR2-PE oder Anti Human-
TLR4-PE)] mit einem Volumen von 20 µl zugesetzt.
Zum intrazellulären Antigennachweis wurde jeweils 100 µl EDTA-Vollblut in Polystyrol Round
Bottom tubes verbracht und die Antikörper zur Dreifarbenmessung mit einem Volumen von 20 µl
hinzugegeben (initial Anti-Human CD16 CY-Chrome, Anti-Human CD14 FITC). Im Gegensatz
zum extrazellulären Antigennachweis wurden die Zellen mit Reagenz A (CaltagTM Laboratories)
fixiert und mit Reagenz B (CaltagTM Laboratories) permeabilisiert. Im Unterschied zum extrazel-
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lulären Nachweis erfolgte die Zugabe der Anti Human-TLR2-PE oder Anti Human-TLR4-PE an
dieser Stelle.
3.10.4 Probenvorbereitung zur Zellkultur
Das RPMI Medium wurde abpipettiert und jedes well mit 400 µl 10 mM EDTA Lösung versetzt.
Die 24-well Platten wurden für 30 Minuten auf Eis verbracht. Die adhärenten Monozyten wur-
den anschließend durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gewonnen und in Polystyrol Round
Bottom Tubes verbracht. Im Weiteren wurde verfahren wie unter Kapitel 3.10.3 (mit einem Anti-
körpervolumen von 10 µl, ohne Erythrozytenlyse).
3.10.5 Kompensation - Instrument settings
Die emittierten Wellenlängen der verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe erstrecken sich über einen
weiten Bereich um einen Maximalwert. Dabei kommt es vor, dass sich die Emissionswellenlän-
genbereiche zweier Fluorochrome im Randbereich überlappen. Derartige Überlappungen führen zu
falsch positiven Signalen. Demzufolge sind Kompensationseinstellungen zur Korrektur der spektra-
len Überlappung bei Messungen mit mehr als einer Fluoreszenz unerlässlich.
3.10.6 Isotypkontrolle
Um die unspezifische (Eigen-) Fluoreszenz der Monozyten richtig zu detektieren und damit falsch
positive Signale richtig zu filtern, wurde zu jedem Ansatz eine Isotypkontrolle gemessen [LUTT-
MANN et al. 2004]. Dafür wurde der gleiche Isotyp (leichte Kette) verwendet (IgG2b-FITC, IgG2a-
PE, IgG1-PE-Cy5). Monozyten zeigen sowohl eine fulminante unspezifische rezeptorunabhängige
als auch rezeptorabhängige Bindung. Als Rezeptoren dieser Bindung kommen die für Monozy-
ten identifizierten FcγRI, FcγRII und FcγRIII Rezeptoren in Frage, die den konstanten Teil der
Schwerkette der Antikörper binden.
3.11 Datenanalyse bezüglich der Monozytensubpopulationen
3.11.1 Datenanalyse im Vollblut
In den vorliegenden Untersuchungen wurde die Expression von verschiedenen Oberflächenmole-
külen auf monozytären Zellen im Vollblut untersucht. Hierfür muss ein Auswertefenster gewählt
werden, das idealerweise nur Fluoreszenzsignale monozytärer Zellen auswertet. Das Monozytengate
ergibt sich aus den Streulichteigenschaften dieser Zellen. Sie haben im Vergleich zu Granulozyten
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und Lymphozyten mittlere FSC- und SSC-Werte. Diese charakteristische Punktwolke wird durch
Markierung mit Cellquest ProTM als Monozytengate definiert. Eine v.a. im Vollblut mögliche Ver-
unreinigung durch Zelldebris, Erythrozyten, Thrombozyten, Lymphozyten und Granulozyten wird
durch eine weitere Verknüpfung des Monozytengates über Boolsche Operatoren rechnerisch unter-
drückt. Hierfür macht man sich die Eigenschaft der Monozyten zunutze, daß diese das Antigen
CD14 stärker als alle anderen Blutzellen exprimieren.
Die Boolsche Algebra abstrahiert die Eigenschaften der logischen Operatoren UND, ODER,
NICHT. Die Operatoren boolscher Algebra werden verschiedenartig notiert. Bei der logischen In-
terpretation als Konjunktion, Disjunktion und Negation schreibt man sie als UND, ODER, NICHT
und kürzt sie mit ∧, ∨, ¬ ab.
Man gelangt zu dem Schluss, dass alle Zellen, die im Monozytengate (ergibt sich aus FSC und
SSC) liegen UND CD14 postiv (Abbildung 4) sind, Monozyten sind.
Folglich wurden die Ergebnisse der FACS-Messungen drei unterschiedlichen Monozytenpopulatio-
nen zugeordnet: CD14++CD16-, CD14++CD16+, CD14dimCD16+. Die Lage dieser drei Mono-
zytenpunktwolken (Abbildung 4) für FL3 gegen FL1 (also Ordinate y = CD16 PeCy5, Abszisse x =
CD14 FITC) ist eindeutig abstrahierbar. Die Population CD14++CD16- Monozyten stellt die größ-
te Population dar. Beim Gaten dieser Population wurde darauf geachtet, daß die linke vertikale
Gatebegrenzung die am weitesten links gelegenen Monozyten tangiert. Diese ist nämlich gleicher-
maßen die verlängerte rechtsseitige Gatebegrenzung für die CD14dimCD16+ Monozytenpopulation
und die verlängerte linksseitige Gatebegrenzung für die Subpopulation CD14++CD16+ Monozy-
ten. Hierbei steht jeder dot (Punkt) für eine Zelle. Die unterschiedlichen Mediane bezüglich der
Höhe der Expression sind Grundlage der Datenerhebung.
3.11.2 Datenanalyse in Zellkultur
Die Datenerhebung aus Zellkulturmessdaten unterscheidet sich im Vergleich zum Vollblut. Die
Punktwolke im FSC/SSC Dot Plot besteht fast ausschließlich (Debris, Erythrozyten, Thrombo-
zyten) aus Monozyten. Dennoch wurden diese über die Boolsche Operation Monozyengate UND
CD14+ verknüpft. Ein weiterer Unterschied zum Vollblut ist die Lage der Monozytensubpopula-
tionen (Abbildung 4) im FL1 (CD14 FITC)/ FL3 (CD16PeCy5) Dot Plot. Die Subpopulationen
CD14++CD16- und CD14++CD16+ konfluieren. Um dennoch differenzieren zu können, wurde die
obere Gategrenze für alle CD14++CD16- Monozyten versuchsintern (also für alle unstimulierten
und stimulierten Zellen) gleich auf einer Geraden durch den Punkt P(x=0; y=z mit z>0) definiert.
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3.12 Statistische Methoden
Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm SPSS 14.0 für Windows (früher: Statisti-
cal Package for the Social Sciences, jetzt: Superior Performing Software System bzw. Statistical
Product and Service Solutions) durchgeführt. Die Unterschiede zwischen verschiedenen Gruppen
wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test (zwei unabhängige Gruppen) bzw. Kruskall-Wallis-H-Test
(mehrere unabhängige Gruppen) verifiziert, die Veränderungen innerhalb einzelner Gruppen mit
dem Wilcoxon-Paardifferenzentest. Mit einer Signifikanz von p < 0.05 wurde die Alternativhypo-
these angenommen.
3.13 Bestimmung von Zytokinen im Kulturüberstand
3.13.1 TGFβ1 Bestimmung durch ELISA - Fa. DRG-Diagnostics
Der TGFβ1 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) ist ein Solid Phase Enzymimmuno-
assay nach dem Sandwich-Prinzip [KROPF et al. 1997]. Die Stammlösung (Grundkonzentration:
600 pg/ml) wurde seriell auf 300 pg/ml, 150 pg/ml, 75 pg/ml, 38 pg/ml, 19 pg/ml und 0 pg/ml
verdünnt. Die Stammlösung wurde nach einer 15-minütigen Ansäuerung mit 1 M HCl mit 1 M
NaOH neutralisiert. Mehreren Waschschritten folgte die Zugabe von 100 µl Enzyme-Conjugate
(Anti-Maus-Biotin). Der Zugabe von 100 µl Substrate solution folgte die Zugabe von 50 µl Stop-
Solution. Die optische Dichte wurde mit einem 10-minütigen Zeitfenster bei 450 ± 10 nm mit einem
Mikrotiterplatten-Lesegerät bestimmt. Die durchschnittlichen Werte der TGFβ1-Konzentration
wurden mit Cubic Spliner bestimmt.
3.13.2 IL1, IL6, IL10, TNFα Bestimmung durch Luminex-System - Fa. Bio-Rad
Das Luminex System [KHAN et al. 2004] basiert auf der Sandwich Immunoassay Technik zur si-
multanen Detektion von bis zu 100 Analyten [DE-JAGER 2003]. Dabei findet jeder Assay auf 5,5 µl
großen Polystyrol Beads statt. Die Beads sind mit verschiedenen Anteilen zweier Fluoreszenzfarb-
stoffe beladen. Jedes Fluorochrom kann dabei zehn Intensitätszustände einnehmen. Jedes Bead Set
(10 × 10 = 100) kann einen spezifischen Antikörper enthalten. Jeder Bead ist mit unterschiedlichen
Molekülen konjugiert. Diese Moleküle können Enzymsubstrate, DNA, Rezeptoren, Antigene und
wie in unserem Fall Antikörper sein, die spezifisch für ein bestimmtes Zytokin sind. Ein weiterer
Antikörper (Reportermolekül) wird hinzugegeben, um den Analyten (Zytokin) zu quantifizieren.
Im Bioplex Array Reader werden die Beads einzeln aneinandergereiht und in einer Messzelle durch
einen Rot- (635 nm) bzw. Grün- (532 nm) sensitiven Laser detektiert. Der erstere regt das Bead
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Set an und identifiziert es als eines der 100 möglichen Sets. Dadurch kann das Bioplex System
verschiedene Assays in einer Mikrotiter-Plate unterscheiden. Der grüne Reporter Laser regt das
Reportermolekül an und erkennt dadurch den Analyten quantitativ. Die Menge der Grünfluores-
zenz ist proportional der Menge des Analyten (Zytokins). Jedes Zytokin kann quantitativ bestimmt
werden, indem man die Fluoreszenz auf einer Standardkurve extrapoliert [KELLAR et al. 2003].
3.14 Elektronenmikroskopische Darstellung
Die Zellen wurden ausplattiert, mit Waschpuffer gewaschen, für 10 Minuten mit Trypsin ED-
TA (Seromedr) inkubiert, erneut mit Waschpuffer gewaschen und mit Glutaraldehyd in 4-2-
Hydroxyethyl-1-piperazineethansulfonicacid (HEPES) fixiert, erneut gewaschen und anschließend
mit Chromosmiumsäure für 1 bis 2 Stunden nachfixiert. Zur weiteren Entwässerung wurden fünf
Ethanolstufen in aufsteigender Reihenfolge (30 %, 50 %, 70 %, 90 %, 96 %, 100 %) und Propy-
lenoxid verwendet. Die durch Hitze polymerisierten Blöcke wurden getrimmt und anschließend mit
dem Ultramikrotom (Fa. Reichert-Jung) Ultracut E geschnitten. Mikroskopiert wurde am Trans-
missionselektronenmikroskop EM 10 CR (Fa. Zeiss).
3.15 Excel-Visual Basic
Cell-quest-pror exportiert erhobene Daten in durch Excel lesbare Rohdateien. Dies ist die Schnitt-
stelle, um Apple/Macintoshrmit PC/Windowsr kompatibel und damit Daten in beiden Systemen
nutzbar zu machen. Excel bietet zudem die Möglichkeit die tabellarische Ausgabeform der Daten
über Visual-Basic zu programmieren.
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4.1 Regulation von PTH, Calcium, Phosphor und CRP und
Monozytenoberflächenmolekülen unter Therapie des
sekundären Hyperparathyroidismus mit Paricalcitol
4.1.1 Serum-PTH-Konzentration unter Therapie mit Paricalcitol
Um die Therapieeffekte von Paricalcitol auf den sekundären Hyperparathyreoidismus bewerten zu
können, wurden die Serum-PTH-Konzentrationen vor und nach Paricalcitolinjektion gegenüber-
gestellt [Abstand der Messungen: 3 Wochen]. Der Serum-PTH-spiegel (Abbildung 5 und Tabelle
9/Anhang) fiel bei 13 und damit allen Patienten nach dreiwöchiger Paricalcitolbehandlung. Das
Maximum der Basalwerte lag bei 1854,4 pg/ml, das Minimum bei 313,4 pg/ml. Das Maximum der
Endwerte lag bei 1267,5 pg/ml, das Minimum bei 55,2 pg/ml. Der Serum-PTH-Spiegel fiel um 16,1
% bis 90,2 % von 887,2 ± 428,4 pg/ml auf 441,4 ± 339,7 pg/ml . Dies ergab eine Signifikanz von
p < 0.001 im Wilcoxon Test.
4.1.2 Serum-Calciumkonzentration unter Therapie mit Paricalcitol
Des Weiteren wurden die Serum-Calciumkonzentrationen vor und nach Paricalcitolinjektion gegen-
übergestellt [Abstand der Messungen: 3 Wochen] und deren Lage vergleichend zum Referenzbereich
bewertet. Der Serumcalciumspiegel (Abbildung 5 und Tabelle 9/Anhang) fiel bei drei Patienten
und stieg bei zehn Patienten nach dreiwöchiger Paricalcitolbehandlung von 2,16 ± 0,17 mmol/l
auf 2,33 ± 0,16 mmol/l. Das Maximum der Basalwerte lag bei 2,59 mmol/l, das Minimum bei
2,02 mmol/l. Das Maximum der Endwerte lag bei 2,5 mmol/l, das Minimum bei 2,0 mmol/l.
Der Serumcalciumspiegel lag nach Injektion im oberen Referenzbereich bei einer asymptotischen
Signifikanz von p < 0.01 im Wilcoxon Test.
46
4 Ergebnisse
4.1.3 Serum-Phosphorkonzentration unter Therapie mit Paricalcitol
Zusätzlich wurde die Serum-Phosphorkonzentrationen vor und nach Paricalcitolinjektion gegen-
übergestellt [Abstand der Messungen: 3 Wochen]. Der Serumphosphorspiegel (Abbildung 5 und
Tabelle 9/Anhang) fiel bei vier Patienten, stieg bei sieben Patienten und blieb bei einem Patien-
ten nach dreiwöchiger Paricalcitolbehandlung konstant. Das Maximum der Basalwerte lag bei 3,0
mmol/l, das Minimum bei 1,3 mmol/l. Das Maximum der Endwerte lag bei 3,9 mmol/l, das Mi-
nimum bei 1,4 mmol/l. Die Basal- und Endwerte waren nicht signifikant verschieden voneinander.
Sie entwickelten sich von 1,91 ± 0,48 mmol/l auf 2,10 ± 0,71 mmol/l.
4.1.4 Serum-CRP-Konzentration unter Therapie mit Paricalcitol
Inwieweit die Serum-CRP-Konzentration als Parameter der Mikroinflammation des CNI-Patienten
dient, wurde anhand der Bestimmung der Serum-CRP-Konzentration vor und nach Paricalcitol-
injektion untersucht [Abstand der Messungen: 3 Wochen]. Der Serum-CRP-Spiegel (Abbildung 5
und Tabelle 9/Anhang) fiel bei fünf Patienten, stieg bei fünf Patienten und blieb bei zwei Patienten
nach dreiwöchiger Paricalcitolbehandlung gleich. Das Maximum der Basalwerte lag bei 3,3 mg/dl,
das Minimum bei 0,3 mg/dl. Das Maximum der Endwerte lag bei 4,4 mg/dl, das Minimum bei
0,3 mg/dl. Der Serum-CRP-spiegel entwickelte sich nicht signifikant von 1,07 ± 0,9 mg/dl auf 1,41
± 1,29 mg/dl. Schlussfolgernd ist CRP kein probates diagnostisches Mittel, um den Einfluss von
Vitamin D-Analoga auf den Status der Mikroinflammation hinreichend zu reflektieren.
Schlussfolgernd muss man feststellen, dass CRP nicht mit den immunmodulatorischen Effek-
ten (ausführlich beschrieben in Kapitel 4.1.5, 4.1.6) von Paricalcitol korreliert, damit den Status
der Mikroinflammation nicht hinreichend beschreibt und somit nicht alleinig der Deskription des
Patientenstatus dienen kann und darf.
4.1.5 FACS-Analysen monozytärer Membranantigene: HLA-DR, CD14, TLR2
(extra- und intrazellulär), TLR4 (extra- und intrazellulär), CD80, CD86 in
vivo
Mit dem Ziel, die monozytäre Membranproteinexpression als Frühphaseparameter bei CNI-Patien-
ten nutzen zu können, wurde die Expression verschiedener monozytärer Antigene (HLA-DR, TLR2
(extra- und intrazellulär), TLR4 (extra- und intrazellulär), CD14, CD80, CD86) vor (schwarzer
Graph) und nach (grauer Graph) Injektion von Paricalcitol [Abstand der Messungen: 3 Wochen]
zur Behandlung des sekundären Hyperparathyroidismus bei vier Patienten mit CNI untersucht
(Abbildungen 6, 7, 8, Tabelle 10/Anhang).
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Abbildung 5: Blutchemische Parameter vor und nach Paricalcitolbehandlung:
Konzentrationen von PTH- oben links, Calcium (Ca)- oben rechts, Phosphor (P)- unten links,
CRP- unten rechts vor (1) und drei Wochen nach (2) Paricalcitolbehandlung bei 13 Patienten mit
sekundärem Hyperparathyreoidismus und unter Nierenersatztherapie
Die HLA-DR Expression (Abbildungen 6, 7, Tabelle 10/Anhang) fiel bei drei von vier Patienten
auf drei von vier Subpopulationen (außer CD14dimCD16+) nach Paricalcitol. Dabei fiel die HLA-
DR Expression auf CD14++CD16- Monozyten von durchschnittlich 773,8 ± 215,6 auf 428,5 ±
287,1 (zwischen 16,5 % und 92 %, p < 0.1 im Wilcoxon Test), auf CD14++CD16+ Monozyten
fiel sie von durchschnittlich 6416,3 ± 1525,0 auf 3851,0 ± 2131,1 (zwischen 11 % und 81 %, p
< 0.1 im Wilcoxon Test), auf CD14dimCD16+ Monozyten fiel sie von durchschnittlich 3239,5 ±
975,4 auf 1855,4 ± 1099,2 (zwischen 55 % und 90 %, nicht signifikant) und fiel ebenfalls auf CD16+
Monozyten von 5238,6 ± 1424,5 auf 2957,6 ± 1923,7 (zwischen 10 % und 88 %, p < 0.1 im Wilcoxon
Test).
Die extrazelluläre TLR2 Expression (Abbildungen 6, 7, Tabelle 10/Anhang) fiel bei vier und
damit allen Patienten auf allen Subpopulationen nach Paricalcitol. Die extrazelluläre TLR2 Ex-
pression fiel auf CD14++CD16- Monozyten von durchschnittlich 151,7 ± 55,1 auf 97,5 ± 19,6
(zwischen 16 % und 48,5 %, p < 0.06 im Wilcoxon Test), fiel auf CD14++CD16+ Monozyten von
durchschnittlich 328,8 ± 52,8 auf 241,4 ± 18,9 (zwischen 13 % und 32 %, p < 0.06 im Wilcoxon
Test), fiel auf CD14dimCD16+ Monozyten von durchschnittlich 265,3 ± 23,6 auf 203,0 ± 18,6 (zwi-
schen 14 % und 28 %, p < 0.06 im Wilcoxon Test) und fiel ebenfalls auf CD16+ Monozyten von
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durchschnittlich 382,0 ± 180,4 auf 224,9 ± 11,9 (zwischen 14 % und 65 %, p < 0.06 im Wilcoxon
Test).
Die intrazelluläre TLR2 Expression (Abbildungen 6, 7, Tabelle 10/Anhang) änderte sich ohne
signifikante Tendenz bei vier und damit allen Patienten auf allen Subpopulationen nach Paricalcitol.
Die extrazelluläre TLR4 Expression (Abbildungen 6, 7, Tabelle 10/Anhang) änderte sich ohne
signifikante Tendenz bei vier und damit allen Patienten auf allen Subpopulationen nach Paricalcitol.
Die intrazelluläre TLR4 Expression (Abbildungen 6, 7, Tabelle 10/Anhang) fiel bei vier und damit
allen Patienten auf allen Subpopulationen nach Paricalcitol. Die intrazelluläre TLR4 Expression
fiel von durchschnittlich 42,6 ± 10,4 auf 25,3 ± 13,8 auf CD14++CD16- Monozyten (zwischen 27 %
und 81,5 %, p < 0.06 im Wilcoxon Test), fiel auf CD14++CD16+ Monozyten von durchschnittlich
48,6 ± 10,8 auf 34,1 ± 16,1 (zwischen 15 % und 69 %, p < 0.06 im Wilcoxon Test), fiel auf
CD14dimCD16+ Monozyten von durchschnittlich 48,9 ± 12,1 auf 38,5 ± 18,0 (zwischen 16,5 % und
62,5 %, p < 0.1 im Wilcoxon Test) und fiel ebenfalls auf CD16+ Monozyten von durchschnittlich
48,6 ± 11,1 auf 35,9 ± 16,8 (zwischen 6 % und 66 %, p < 0.06 im Wilcoxon Test).
Die CD80 Expression (Abbildungen 6, 7, Tabelle 10/Anhang) fiel bei vier und damit allen Pati-
enten auf drei Subpopulationen (außer CD14dimCD16+) nach Paricalcitol. Die CD80 Expression
fiel von durchschnittlich 8,0 ± 3,7 auf 5,2 ± 1,6 auf CD14++CD16- Monozyten (zwischen 3 % und
45 %, p < 0.06 im Wilcoxon Test), fiel auf CD14++CD16+ Monozyten von durchschnittlich 13,6
± 7,5 auf 10,2 ± 4,8 (zwischen 6 % und 30 %, p < 0.06 im Wilcoxon Test) und fiel ebenfalls auf
CD16+ Monozyten von durchschnittlich 13,5 ± 7,3 auf 11,4 ± 6,3 (zwischen 6 % und 23 %, p <
0.06 im Wilcoxon Test).
Die CD86 Expression (Abbildungen 6, 7, Tabelle 10/Anhang) fiel auf zwei Subpopulationen
bei vier und damit allen Patienten nach Paricalcitol (CD14++CD16-, CD14dimCD16+). Auf
CD14++CD16+ und CD16+ Zellen stieg sie in jeweils einem von vier Fällen nach Paricalcitol.
Die CD86 Expression fiel von durchschnittlich 125,8 ± 35,9 auf 90,1 ± 18,3 auf CD14++CD16-
Monozyten (zwischen 2 % und 53 %, p < 0.06 im Wilcoxon Test), fiel auf CD14++CD16+ Mono-
zyten von durchschnittlich 197,9 ± 41,6 auf 165,7 ± 40,8 (zwischen 13,5 % und 34,5 %, p < 0.1 im
Wilcoxon Test), fiel auf CD14dimCD16+ Monozyten von durchschnittlich 208,1 ± 35,3 auf 180,2
± 43,6 (zwischen 2 % und 24 %, p < 0.06 im Wilcoxon Test) und fiel auf CD16+ Monozyten von
durchschnittlich 199,6 ± 35,1 auf 173,1 ± 41,8 (zwischen 13 % und 31 %, p < 0.1 im Wilcoxon
Test).
Die CD14 Expression (Abbildungen 6, 7, 8, Tabelle 10/Anhang) änderte sich ohne signifikante
Tendenz bei vier und damit allen Patienten auf allen Subpopulationen nach Paricalcitol.
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Diese Resultate zeigen, dass Paricalcitol nicht nur die Calcium-Phosphat-Homöostase, sondern
auch den Immunphänotyp des Monozyten zu regulieren imstande ist. Dabei agiert Paricalcitol in
vivo v.a. antiinflammatorisch.
4.1.6 FACS-Analysen zum Anteil der Monozyten an den Subpopulationen
CD14++CD16-, CD14++CD16+, CD14dimCD16+, CD14+, CD16+ in
vivo
Um abermals einen Eindruck der zum Teil ausschließlich subklinischen monozytären Aktivierung
bei CNI-Patienten zu erhalten, wurde die Zugehörigkeit zu den Subpopulationen peripherer mono-
nukleärer Zellen vor und drei Wochen nach Paricalcitolinjektion untersucht.
Der Anteil an CD14++CD16+ und CD16+ Monozyten fiel nach Paricalcitol Injektion in vier
und damit allen Fällen. Die CD14++CD16- und CD14+ Monozyten stiegen in jeweils drei von vier
Fällen. Der Anteil von CD14dimCD16+ Monozyten nach Paricalcitol Injektion stieg in zwei und
fiel in zwei Fällen.
Der Anteil CD14++CD16- Monozyten stieg von durchschnittlich 7209± 1399 auf 7399± 1024 (zwi-
schen 4,7 % und 14,8 %, nicht signifikant), CD14++CD16+ Monozyten fielen von durchschnittlich
929 ± 165 auf 792 ± 244 (zwischen 4 % und 26,5 %, p < 0.06 im Wilcoxon Test), CD16+ Mono-
zyten fielen von durchschnittlich 1511,0 ± 403 auf 1373 ± 329 (zwischen 6,2 % und 11,9 %, p <
0.06 im Wilcoxon Test), CD14+ Monozyten stiegen von durchschnittlich 8668 ± 1653 auf 8768 ±
1363 (zwischen 2,9 % und 11,7 %, nicht signifikant).
Damit ist gezeigt, dass auch hinsichtlich der Zugehörigkeit zu den Subpopulationen eine antiin-
flammatorische Tendenz nach Paricalcitol Injektion besteht.
4.2 Monozytäre Stimulation durch Paricalcitol, LPS bzw.
Paricalcitol und LPS in vitro
4.2.1 FACS-Analysen monozytärer Membranantigene: HLA-DR, CD14, TLR2
(extra- und intrazellulär) TLR4 (extra- und intrazellulär) in Abhängigkeit der
Stimulation mit Paricalcitol und/oder LPS in vitro
Um den Einfluß von Vitamin D-Analoga (Paricalcitol) und/oder den Einfluß der Dialyseprozedur
(Kontamination von LPS über die Dialysemembran) auf die Expression monozytärer Aktivierungs-
marker darzustellen, wurde nach in-vitro-Inkubation von Monozyten von Gesunden mit Paricalcitol
und/oder LPS in 26 Zellkulturansätzen die Proteinexpression durchflusszytometrisch untersucht.
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Abbildung 6: Die Expression monozytärer Aktivierungsmarker fiel drei Wochen nach
Paricalcitol-Erstinjektion (intrazelluläres TLR2, extrazelluläres TLR4 und CD14 nicht
signifikant). HLA-DR, TLR2 (extra-, intrazellulär - TLR2e, TLR2i), TLR4 (extra-, intrazellulär
- TLR4e, TLR4i), CD14, CD80, CD86 vor (schwarz) und nach (grau) Behandlung mit Paricalcitol
auf den monozytären Subpopulationen CD14++CD16-, CD14++CD16+ (Patient).
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Abbildung 7: Die Expression monozytärer Aktivierungsmarker fiel drei Wochen nach
Paricalcitol-Erstinjektion (intrazelluläres TLR2, extrazelluläres TLR4 und CD14 nicht
signifikant). HLA-DR, TLR2 (extra-, intrazellulär - TLR2e, TLR2i), TLR4 (extra-, intrazellulär
- TLR4e, TLR4i), CD14, CD80, CD86 vor (schwarz) und nach (grau) Behandlung mit Paricalcitol
auf den monozytären Subpopulationen CD14dimCD16+, CD16+ (Patient).
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CD14+
CD14
Abbildung 8: Die Expression von CD14 änderte sich nicht signifikant drei Wochen nach
Paricalcitol-Erstinjektion. CD14 vor (schwarz) und nach (grau) Behandlung mit Paricalcitol
auf CD14+ Monozyten (Patient).
Die Abbildungen 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 und Tabellen 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28 im Anhang reflektieren dies.
Im Folgenden wurden die Differenzen zur Expression von HLA-DR, CD14, TLR2 (extra- und
intrazellulär), TLR4 (extra- und intrazellulär) nach jeweils 48 und 72 Stunden betrachtet:
• unstimuliert/ Paricalcitol (ExpressionParicalcitol - Expressionunstimuliert)
• unstimuliert/ Paricalcitol + LPS (ExpressionParicalcitol+LPS - Expressionunstimuliert)
• unstimuliert/ LPS (ExpressionLPS - Expressionunstimuliert)
• Paricalcitol/ Paricalcitol + LPS (ExpressionParicalcitol+LPS - ExpressionParicalcitol)
• Paricalcitol/ LPS (ExpressionLPS - ExpressionParicalcitol)
• Paricalcitol + LPS/ LPS (ExpressionLPS - ExpressionParicalcitol+LPS)
HLA-DR Expression nach 48 und 72 Stunden in Zellkultur
Die HLA-DR Expression (Abbildung 9, Tabelle 11/Anhang) fiel nach Paricalcitol vergleichend zu
unstimulierten Monozyten nach 48 Stunden auf allen Monozytensubpopulationen (CD14++CD16-
, CD14++CD16+, CD16+) außer CD14dimCD16+ Monozyten mit einer Signifikanz von p <
0.0001 im Wilcoxon Test, während die HLA-DR Expression (Abbildung 9, Tabelle 11/Anhang)
nach Paricalcitol + LPS lediglich auf CD14++CD16- und CD14++CD16+ Monozyten, nicht
aber auf CD14dimCD16+ und CD16+ Monozyten signifikant fiel. Nach LPS Stimulation fiel
die HLA-DR Expression (Abbildung 9, Tabelle 11/Anhang) auf allen Subpopulationen außer den
CD14dimCD16+ Monozyten.
Im Vergleich Paricalcitol + LPS stimulierter Monozyten zu Paricalcitol stimulierten Mono-
zyten nach 48 Stunden fiel die HLA-DR Expression (Tabelle 11/Anhang) auf CD14++CD16-,
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Abbildung 9: Expression von HLA-DR nach 48-stündiger Inkubation auf den Monozy-
tensubpopulationen CD14++CD16-, CD14++CD16+, CD16+ vergleichend mit un-
stimulierten Monozyten im in-vitro-Versuch: Dabei sind die unstimulierten Monozyten gra-
phisch schwarz, die stimulierten (P; P+L; L) graphisch grau dargestellt. [P- Paricalcitol; P+L-
Paricalcitol + LPS; L- LPS].
CD14++CD16+ Monozyten (beide nicht signifikant) und stieg auf CD16+ Monozyten mit einer
Signifikanz von p < 0.033 imWilcoxon Test, während die HLA-DR Expression (Tabelle 11/Anhang)
nach LPS ebenfalls im Vergleich mit Paricalcitol stimulierten Monozyten auf CD14++CD16-,
CD14++CD16+, CD16+ Monozyten signikant fiel.
Die HLA-DR Expression (Tabelle 11/Anhang) fiel nach LPS vergleichend zu Paricalcitol + LPS
stimulierten Monozyten nach 48 Stunden signifikant auf drei Subpopulationen (CD14++CD16-,
CD14++CD16+, CD16+).
Die 72 Stundenwerte waren vergleichbar zu den Ergebnissen nach 48 Stunden (Tabelle 12/An-
hang).
Die HLA-DR Expression (Tabelle 13/Anhang) stieg auf allen Subpopulationen im 48-72 Stunden-
vergleich bei unstimulierten Monozyten mit einer Signifikanz von p < 0.002 bis 0.0001 im Wilcoxon
Test. Hingegen fiel die HLA-DR Expression (Tabelle 13/Anhang) im 48-72 Stundenvergleich bei
Paricalcitol stimulierten (außer CD14dimCD16+) und fiel auf Paricalcitol + LPS stimulierten und
LPS stimulierten (außer CD14dimCD16+) Monozyten.
Damit ist gezeigt, dass sowohl LPS als auch Paricalcitol in Zellkultur die monozytäre HLA-
DR Expression zu modulieren imstande ist. Beide supprimieren die HLA-DR Expression, LPS
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Abbildung 10: Expression von TLR2 (extrazellulär) nach 48-stündiger Inkubation auf
den Monozytensubpopulationen CD14++CD16-, CD14++CD16+, CD16+ verglei-
chend mit unstimulierten Monozyten im in-vitro-Versuch: Dabei sind die unstimulierten
Monozyten graphisch schwarz, die stimulierten (P; P+L; L) graphisch grau dargestellt. [P- Pari-
calcitol; P+L- Paricalcitol + LPS; L- LPS].
stärker als Paricalcitol. Beim Vergleich unstimulierter Monozyten nach 48 bzw. 72 Stunden fällt auf,
dass es zu einer kulturbedingten Expressionssteigerung kommt, während gleichartig (Paricalcitol,
Paricalcitol und LPS oder LPS) stimulierte Monozyten eine Expressionsreduktion zeigten.
Extrazelluläre TLR2 Expression nach 48 und 72 Stunden in Zellkultur
Die extrazelluläre TLR2 Expression (Abbildung 10, Tabelle 14/Anhang) fiel nach Paricalcitol ver-
gleichend zu unstimulierten Monozyten nach 48 Stunden auf allen Subpopulationen mit einer Sig-
nifikanz von p < 0.001 im Wilcoxon Test, fiel gleichermaßen nach Paricalcitol + LPS auf allen
Subpopulationen und nach LPS auf allen Subpopulationen (außer CD14dimCD16+).
Die extrazelluläre TLR2 Expression (Tabelle 14/Anhang) stieg nach Paricalcitol + LPS verglei-
chend zu Paricalcitol stimulierten Monozyten nach 48 Stunden auf allen Subpopulationen (jedoch
mit fehlender Signifikanz), während diese nach LPS vergleichend zu Paricalcitol stimulierten Mo-
nozyten mit einer Signifikanz von p < 0.001 auf allen Subpopulationen stieg.
Die extrazelluläre TLR2 Expression (Tabelle 14/Anhang) stieg nach LPS vergleichend zu Parical-
citol + LPS stimulierten Monozyten nach 48 Stunden auf allen Subpopulationen hoch signifikant.
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Abbildung 11: Expression von TLR2 (intrazellulär) nach 48-stündiger Inkubation auf
den Monozytensubpopulationen CD14++CD16-, CD14++CD16+, CD16+ verglei-
chend mit unstimulierten Monozyten im in-vitro-Versuch: Dabei sind die unstimulierten
Monozyten graphisch schwarz, die stimulierten (P; P+L; L) graphisch grau dargestellt. [P- Pari-
calcitol; P+L- Paricalcitol + LPS; L- LPS].
Die 72 Stundenwerte waren vergleichbar zu den Ergebnissen nach 48 Stunden (Tabelle 15/An-
hang).
Die extrazelluläre TLR2 Expression (Tabelle 16/Anhang) stieg im 48-72 Stundenvergleich bei
unstimulierten Monozyten auf allen Subpopulationen und stieg auf Paricalcitol stimulierten (au-
ßer CD14dimCD16+) und Paricalcitol + LPS stimulierten (außer CD14dimCD16+) Monozyten
signifikant und auf LPS stimulierten Monozyten nicht signifikant.
Damit lässt sich schlussfolgern, dass sowohl LPS als auch Paricalcitol in Zellkultur die monozytäre
extrazelluläre TLR2 Expression zu modulieren imstande ist. Beide supprimieren die extrazellulä-
re TLR2 Expression, Paricalcitol stärker als LPS. Beim Vergleich unstimulierter Monozyten nach
48 bzw. 72 Stunden, Paricalcitol stimulierter Monozyten bzw. Paricalcitol und LPS stimulierter
Monozyten nach 48 und 72 Stunden fällt auf, dass es zu einer kulturbedingten Expressionsstei-
gerung kommt, während LPS stimulierte Monozyten im 48-72 Stundenvergleich keine signifikante
Veränderung zeigten.
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Intrazelluläre TLR2 Expression nach 48 und 72 Stunden in Zellkultur
Die intrazelluläre TLR2 Expression (Abbildung 11, Tabelle 17/Anhang) stieg nach Paricalcitol
vergleichend zu unstimulierten Monozyten nach 48 Stunden auf allen Subpopulationen (nicht sig-
nifikant), änderte sich nach Paricalcitol + LPS vergleichend zu unstimulierten Monozyten auf allen
Subpopulationen nicht signifikant (stieg dagegen auf CD14dimCD16+ Monozyten signifikant) und
stieg nach LPS vergleichend zu unstimulierten Monozyten signifikant auf allen Subpopulationen.
Die intrazelluläre TLR2 Expression (Tabelle 17/Anhang) stieg nach Paricalcitol + LPS verglei-
chend zu Paricalcitol stimulierten Monozyten nach 48 Stunden fast signifikant auf drei von vier
monozytären Subpopulationen (außer CD14++CD16-) und stieg nach LPS vergleichend zu Pari-
calcitol stimulierten Monozyten nicht signifikant im Wilcoxon Test.
Die intrazelluläre TLR2 Expression (Tabelle 17/Anhang) änderte sich nach LPS vergleichend zu
Paricalcitol + LPS stimulierten Monozyten nach 48 Stunden auf allen Monozytensubpopulationen
ohne statistische Signifikanz im Wilcoxon Test.
Die 72 Stundenwerte waren vergleichbar zu den Ergebnissen nach 48 Stunden (Tabelle 18/An-
hang).
Die intrazelluläre TLR2 Expression (Tabelle 19/Anhang) stieg im 48-72 Stundenvergleich bei
unstimulierten Monozyten auf allen Subpopulationen, während beim Vergleich Paricalcitol, Pari-
calcitol + LPS und LPS stimulierter Monozyten keine Signifikanz bestand.
Damit ist gezeigt, dass sowohl LPS als auch Paricalcitol in Zellkultur die monozytäre intrazel-
luläre TLR2 Expression zu modulieren imstande ist. Jedoch ist die nach 48 Stunden beschriebene
Expressionssteigerung nicht signifikant und lässt sich nach 72 Stunden nicht reproduzieren. Beim
Vergleich unstimulierter Monozyten nach 48 bzw. 72 Stunden fällt auf, dass es zu einer kulturbe-
dingten Expressionssteigerung kommt, während gleichartig (Paricalcitol, Paricalcitol und LPS oder
LPS) stimulierte Monozyten keine signifikante Änderung zeigten.
Extrazelluläre TLR4 Expression nach 48 und 72 Stunden in Zellkultur
Die extrazelluläre TLR4 Expression (Abbildung 12, Tabelle 20/Anhang) fiel nach Paricalcitol ver-
gleichend zu unstimulierten Monozyten nach 48 Stunden auf allen Subpopulationen signifikant im
Wilcoxon Test, änderte sich nach Paricalcitol + LPS vergleichend zu unstimulierten Monozyten
nicht signifikant (außer CD14dimCD16+ Monozyten) und änderte sich nach LPS Stimulation ver-
gleichend zu unstimulierten Monozyten nicht signifikant auf allen Subpopulationen.
Außer auf CD14++CD16+ Monozyten änderte sich die extrazelluläre TLR4 Expression (Tabelle
20/Anhang) nach Paricalcitol + LPS vergleichend zu Paricalcitol stimulierten Monozyten nach 48
Stunden nicht signifikant im Wilcoxon Test, während die extrazelluläre TLR4 Expression (Tabelle
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Abbildung 12: Expression von TLR4 (extrazellulär) nach 48-stündiger Inkubation auf
den Monozytensubpopulationen CD14++CD16-, CD14++CD16+, CD16+ verglei-
chend mit unstimulierten Monozyten im in-vitro-Versuch: Dabei sind die unstimulierten
Monozyten graphisch schwarz, die stimulierten (P; P+L; L) graphisch grau dargestellt. [P- Pari-
calcitol; P+L- Paricalcitol + LPS; L- LPS].
20/Anhang) nach LPS vergleichend zu Paricalcitol stimulierten Monozyten nach 48 Stunden im
Wilcoxon Test stieg (signifikant auf CD14++CD16+ und CD16+ Monozyten). Die extrazelluläre
TLR4 Expression (Tabelle 20/Anhang) stieg nach LPS vergleichend zu Paricalcitol + LPS stimu-
lierten Monozyten nach 48 Stunden auf allen Subpopulationen (signifikant auf CD16+ Monozyten).
Die 72 Stundenwerte waren vergleichbar zu den Ergebnissen nach 48 Stunden (Tabelle 21/An-
hang).
Die extrazelluläre TLR4 Expression (Tabelle 22/Anhang) stieg im 48-72 Stundenvergleich bei
unstimulierten Monozyten, Paricalcitol stimulierten, Paricalcitol + LPS stimulierten Monozyten,
während die Expression auf LPS stimulierten auf allen Subpopulationen außer auf CD14dimCD16+
Monozyten signifikant stieg.
Damit ist gezeigt, dass Paricalcitol, nicht jedoch LPS in Zellkultur die monozytäre extrazelluläre
TLR4 Expression zu modulieren imstande ist. Die nach 48 Stunden beschriebene Expressionssup-
pression ist nach 72 Stunden nicht signifikant reproduzierbar. Beim Vergleich unstimulierter und
gleichartig (Paricalcitol, Paricalcitol und LPS oder LPS) stimulierter Monozyten nach 48 bzw. 72
Stunden fällt auf, dass es zu einer kulturbedingten Expressionssteigerung kommt.
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Abbildung 13: Expression von TLR4 (intrazellulär) nach 48-stündiger Inkubation auf
den Monozytensubpopulationen CD14++CD16-, CD14++CD16+, CD16+ verglei-
chend mit unstimulierten Monozyten im in-vitro-Versuch: Dabei sind die unstimulierten
Monozyten graphisch schwarz, die stimulierten (P; P+L; L) graphisch grau dargestellt. [P- Pari-
calcitol; P+L- Paricalcitol + LPS; L- LPS].
Intrazelluläre TLR4 Expression nach 48 und 72 Stunden in Zellkultur
Die intrazelluläre TLR4 Expression (Abbildung 13, Tabelle 23/Anhang) änderte sich nach Parical-
citol vergleichend zu unstimulierten Monozyten nach 48 Stunden auf allen Subpopulationen nicht
signifikant im Wilcoxon Test, während die intrazelluläre TLR4 Expression (Abbildung 13, Tabelle
23/Anhang) nach Paricalcitol + LPS vergleichend zu unstimulierten Monozyten nach 48 Stunden
auf allen Subpopulationen stieg und nach LPS vergleichend zu unstimulierten Monozyten außer
auf CD14dimCD16+ Monozyten signifikant stieg.
Die intrazelluläre TLR4 Expression (Tabelle 23/Anhang) stieg nach Paricalcitol + LPS verglei-
chend zu Paricalcitol stimulierten Monozyten nach 48 Stunden auf allen Subpopulationen nicht
signifikant im Wilcoxon Test, während sich die Expression nach LPS vergleichend zu Paricalcitol
stimulierten Monozyten nicht signifikant änderte. Nach LPS Stimulation im Vergleich zu Parical-
citol + LPS stimulierten Monozyten fiel die Expression auf allen Subpopulationen nicht signifikant
(außer CD14++CD16-, p < 0.039).
Die 72 Stundenwerte waren vergleichbar zu den Ergebnissen nach 48 Stunden (Tabelle 24/An-
hang).
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Die intrazelluläre TLR4 Expression (Tabelle 25/Anhang) stieg auf allen Monozytensubpopu-
lationen im 48-72 Stundenvergleich bei unstimulierten Monozyten im Wilcoxon Test, stieg auf
Paricalcitol stimulierten Monozyten, änderte sich auf Paricalcitol + LPS stimulierten und LPS
stimulierten Monozyten nicht signifikant.
Damit ist gezeigt, dass LPS nicht hingegen Paricalcitol in Zellkultur die monozytäre intrazel-
luläre TLR4 Expression zu modulieren imstande ist. Jedoch ist die Expressionssteigerung nach
LPS Inkubation in ihrer Tendenz nicht signifikant. Beim Vergleich unstimulierter und gleichartig
(Paricalcitol) stimulierter Monozyten nach 48 bzw. 72 Stunden kommt es zu einer kulturbedingten
Expressionssteigerung.
CD14 Expression nach 48 und 72 Stunden in Zellkultur
Die CD14 Expression (Abbildungen 14, 15, Tabelle 26/Anhang) stieg nach Paricalcitol vergleichend
zu unstimulierten Monozyten nach 48 Stunden auf allen Subpopulationen mit einer Signifikanz von
p < 0.0001 im Wilcoxon Test, stieg des Weiteren nach Paricalcitol + LPS vergleichend zu unsti-
mulierten Monozyten nach 48 Stunden auf allen Subpopulationen, stieg nach LPS Stimlation im
Vergleich mit unstimulierten Monozyten auf allen Subpopulationen außer CD14dimCD16+ Mono-
zyten signifikant.
Die CD14 Expression (Tabelle 26/Anhang) stieg nach Paricalcitol + LPS vergleichend zu Pari-
calcitol stimulierten Monozyten nach 48 Stunden signifikant auf CD14++CD16-, CD14++CD16+,
CD14+ Monozyten im Wilcoxon Test, fiel hingegen auf CD14dimCD16+ Monozyten und änderte
sich nicht signifikant auf CD16+ Monozyten, während die CD14 Expression nach LPS vergleichend
zu Paricalcitol stimulierten Monozyten signifikant fiel und nach LPS im Vergleich zu Paricalcitol
+ LPS stimulierten ebenfalls fiel (außer CD16+ Monozyten).
Die 72 Stundenwerte waren vergleichbar zu den Werten nach 48 Stunden (Tabelle 27/Anhang).
Die CD14 Expression (Tabelle 28/Anhang) stieg im 48-72 Stundenvergleich bei unstimulierten
Monozyten, Paricalcitol stimulierten (beide außer CD14dimCD16+), Paricalcitol + LPS stimulier-
ten und LPS stimulierten Monozyten.
Damit ist gezeigt, dass sowohl LPS als auch Paricalcitol in Zellkultur die monozytäre CD14
Expression zu modulieren imstande ist. Beide erhöhen die CD14 Expression, Paricalcitol stärker
als LPS. Beim Vergleich unstimulierter und gleichartig (Paricalcitol, Paricalcitol und LPS oder
LPS) stimulierter Monozyten nach 48 bzw. 72 Stunden fällt auf, dass es zu einer kulturbedingten
Expressionssteigerung kommt.
In einem Pilotversuch wurde wie im Methodenteil beschrieben die HLA-DR, extra- und intra-
zelluläre TLR2, extra- und intrazelluläre TLR4 und CD14 Expression bei physiologischer Calci-
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Abbildung 14: Expression von CD14 nach 48-stündiger Inkubation auf den Monozyten-
subpopulationen CD14++CD16-, CD14++CD16+ vergleichend mit unstimulierten
Monozyten im in-vitro-Versuch: Dabei sind die unstimulierten Monozyten graphisch schwarz,
die stimulierten (P; P+L; L) graphisch grau dargestellt. [P- Paricalcitol; P+L- Paricalcitol + LPS;
L- LPS].
umkonzentration und reduzierter Phosphorkonzentration im Medium bzw. hypercalcämischen und
hyperphosphatämischen Mediumbedingungen untersucht.
Die Ergebnisse in diesem Pilotversuch differierten zum Teil von denen unter Standardbedingun-
gen. Um die Signifikanz bestätigen zu können, gilt es den Versuchsaufbau zu wiederholen.
In einem weiteren Pilotversuch wurde wie im Methodenteil beschrieben die HLA-DR, extra- und
intrazelluläre TLR2, extra- und intrazelluläre TLR4 und CD14 Expression bei einer Paricalcitol
Konzentration von 10−9 M untersucht.
Die Ergebnisse waren vergleichbar zu denen bei 10−7 M Paricalcitolkonzentration, einzig die
extrazelluläre TLR4 und intrazelluläre TLR2 Expression zeigten geringgradige Unterschiede. In-
wieweit diese signifikant sind, gilt es im Weiteren zu klären.
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Abbildung 15: Expression von CD14 nach 48-stündiger Inkubation auf den Monozy-
tensubpopulationen CD14+, CD16+ vergleichend mit unstimulierten Monozyten im
in-vitro-Versuch: Dabei sind die unstimulierten Monozyten graphisch schwarz, die stimulierten
(P; P+L; L) graphisch grau dargestellt. [P- Paricalcitol; P+L- Paricalcitol + LPS; L- LPS].
4.2.2 FACS-Analysen zum Anteil der Monozyten an den Subpopulationen
CD14++CD16-, CD14++CD16+, CD14dimCD16+ in Abhängigkeit der
Stimulation mit Paricalcitol und/oder LPS in vitro
Anteil der Monozyten an den Subpopulationen
Um einen Eindruck der monozytären Aktivierung in Zellkultur zu erhalten, wurde die Zugehörigkeit
zu den Subpopulationen peripherer mononukleärer Zellen, im Besonderen die Zugehörigkeit zu
proinflammatorischen Subpopulationen (CD14++CD16+, CD14dimCD16+, CD16+), untersucht.
Die Zugehörigkeit zu den Subpopulationen peripherer mononukleärer Zellen wird aus Abbildung
16 und Tabelle 29/Anhang ersichtlich.
Der Anteil an CD14++CD16- Monozyten stieg nach Paricalcitol vergleichend zu unstimulierten
Monozyten nach 48 Stunden (Tabelle 29/Anhang) in 20 von 20 Fällen zwischen 0,5 % und 853,9
% (p < 0.0001 im Wilcoxon Test), der Anteil CD14++CD16+ Monozyten fiel in 15 von 20 Fällen
zwischen 5,8 % und 97,4 % (p < 0.03 im Wilcoxon Test), der Anteil an CD14dimCD16+ Monozyten
änderte sich ohne signifikante Tendenz, der Anteil CD16+ Monozyten fiel in 15 von 20 Fällen
zwischen 7,9 % und 96,9 % (p < 0.04 im Wilcoxon Test) und der von CD14+ Monozyten stieg in
15 von 20 Fällen zwischen 2,1 % und 357,8 % (p < 0.023 im Wilcoxon Test).
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Der Anteil an CD14++CD16- Monozyten stieg nach LPS vergleichend zu unstimulierten Mono-
zyten nach 48 Stunden (Tabelle 29/Anhang) in 16 von 17 Fällen zwischen 24,3 % und 492,0 % (p <
0.0001 im Wilcoxon Test), der Anteil CD14++CD16+ Monozyten fiel in 14 von 17 Fällen zwischen
4,9 % und 94,3 % (p < 0.039 im Wilcoxon Test), der Anteil an CD14dimCD16+ Monozyten stieg
in 13 von 17 Fällen zwischen 8,2 % und 1213,2 % (p < 0.003 im Wilcoxon Test), der Anteil CD16+
Monozyten fiel in 14 von 17 Fällen zwischen 2,2 % und 93,0 % (p < 0.076 im Wilcoxon Test) und
der von CD14+ Monozyten stieg in 14 von 17 Fällen zwischen 8,2 % und 540,4 % (p < 0.004 im
Wilcoxon Test).
Der Anteil an CD14++CD16- Monozyten stieg nach Paricalcitol + LPS vergleichend zu unstimu-
lierten Monozyten nach 48 Stunden (Tabelle 29/Anhang) in 19 von 20 Fällen zwischen 19,1 % und
895,0 % (p < 0.0001 im Wilcoxon Test), der Anteil CD14++CD16+ Monozyten fiel in 20 von 20
Fällen zwischen 39,9 % und 97,8 % (p < 0.0001 im Wilcoxon Test), der Anteil an CD14dimCD16+
Monozyten stieg in 12 von 20 Fällen zwischen 3,0 % und 641,3 % (p < 0.1 im Wilcoxon Test), der
Anteil CD16+ Monozyten fiel anteilig in 20 von 20 Fällen zwischen 41,9 % und 96,8 % (p < 0.0001
im Wilcoxon Test) und der von CD14+ Monozyten stieg in 14 von 20 Fällen zwischen 1,4 % und
292,8 % (p < 0.04 im Wilcoxon Test).
Der Anteil an CD14++CD16- Monozyten stieg nach Paricalcitol + LPS vergleichend zu Parical-
citol stimulierten Monozyten nach 48 Stunden (Tabelle 29/Anhang) in 16 von 20 Fällen zwischen
0,6 % und 122,6 % (p < 0.03 im Wilcoxon Test), der Anteil an CD14++CD16+ Monozyten fiel
in 19 von 20 Fällen zwischen 5,7 % und 97,4 % (p < 0.0001 im Wilcoxon Test), der Anteil an
CD14dimCD16+ Monozyten stieg in 15 von 20 Fällen zwischen 2,6 % und 257,3 % (p < 0.179 im
Wilcoxon Test), der Anteil CD16+ Monozyten fiel in 17 von 20 Fällen zwischen 31,2 % und 97,2 %
(p < 0.0001 im Wilcoxon Test) und der von CD14+ Monozyten fiel in 13 von 20 Fällen zwischen
3,3 % und 70,4 % (p < 0.2 im Wilcoxon Test).
Der Anteil an CD14++CD16- Monozyten stieg nach LPS vergleichend zu Paricalcitol stimulierten
Monozyten nach 48 Stunden (Tabelle 29/Anhang) in 11 von 17 Fällen (nicht signifikant imWilcoxon
Test), der Anteil von CD14++CD16+Monozyten und der Anteil von CD16+Monozyten stieg nicht
signifikant im Wilcoxon Test, der Anteil von CD14dimCD16+ Monozyten stieg in 14 von 17 Fällen
zwischen 56,5 % und 1200,5 % (p < 0.013 im Wilcoxon Test) und der von CD14+ Monozyten stieg
in 15 von 20 Fällen zwischen 2,1 % und 357,8 % (p < 0.023 im Wilcoxon Test).
Der Anteil an CD14++CD16- Monozyten änderte sich nach LPS vergleichend zu Paricalcitol +
LPS stimulierten Monozyten nach 48 Stunden (Tabelle 29/Anhang) nicht signifikant im Wilcoxon
Test, der Anteil an CD14++CD16+ Monozyten stieg in 16 von 17 Fällen zwischen 11,0 % und
1833,3 % (p < 0.0001 im Wilcoxon Test), der Anteil an CD14dimCD16+ Monozyten stieg in 14
von 17 Fällen zwischen 19,1 % und 515,9 % (p < 0.009 im Wilcoxon Test), der Anteil an CD16+
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Abbildung 16: Verteilung der Monozytensubpopulationen nach Paricalcitol und/oder
LPS in Zellkultur nach 48h und 72h - CD14++CD16- (grün), CD14++CD16+ (rot),
CD14dimCD16+ (blau) in Abhängigkeit der Stimulation (u- unstimuliert; P- Parical-
citol; P+L- Paricalcitol + LPS; L- LPS): Proinflammatorische Monozyten (CD14++CD16+,
CD14dimCD16+) stiegen nach LPS Inkubation, Paricalcitol (inkubiert mit LPS) wirkt stark anti-
inflammatorisch und supprimiert die Expression von proinflammatorischen Monozyten, die unter
LPS-Inkubation entstehen. Zudem ist im Links-Rechts-Vergleich jeweils gleich stimulierter Mono-
zyten eine Kultur bedingte Expressionsverstärkung von CD16 (y-Achsenverschiebung) zu sehen.
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Monozyten stieg in 17 von 17 Fällen zwischen 1,2 % und 1464,8 % (p < 0.0001 im Wilcoxon Test)
und der von CD14+ Monozyten stieg in 13 von 17 Fällen zwischen 5,0 % und 344,8 % (p < 0.01
im Wilcoxon Test).
Die 72 Stundenwerte waren vergleichbar zu den Ergebnissen nach 48 Stunden (Tabelle 29/An-
hang).
Dies zeigt, dass Paricalcitol die proinflammatorischen Subpopulationen peripherer Blutmonozy-
ten supprimiert, die nach LPS Inkubation entstehen. Zusätzlich gab es bei gleichartig (Paricalcitol,
Paricalcitol und LPS oder LPS) stimulierten Monozyten zeitabhängig (48 und 72 Stundenvergleich)
eine Verschiebung zu stärker CD16 positiven Subpopulationen, was einer Kultur bedingten Expres-
sionssteigerung entspricht.
4.2.3 Ultrastrukturelle Analyse der Monozyten in Abhängigkeit der Stimulation
Auf der Tatsache beruhend, dass Paricalcitol monozytäre Membranproteine moduliert, wurde nach
einem ultrastrukturellen Korrelat gesucht, das dieses dokumentiert.
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Abbildung 17: Elektronenmikroskopischer Nachweis intrazytoplasmatischer Granula in
Monozyten: Granulationsdichte im Mittel pro Monozyt (=Granulationsindex) bei unstimulierten
und stimulierten Monozyten (Paricalcitol bzw. LPS) in 24-stündiger Primärzellkultur
Bei jeweils 30 ausgezählten Zellen hatten die Monozyten unter Paricalcitolinkubation im Mittel
2,6 ± 2,5 Granula pro Zelle, die unstimulierten Zellen 0,2 ± 0,7 Granula pro Zelle und die mit
LPS-inkubierten Monozyten 0,3 ± 0,7 Granula pro Zelle. Dies ergab im Kruskal-Wallis-H-Test eine
Signifikanz von p < 0.0001 (Abbildung 18).
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LPS inkubierte Monozyten zeigten im elektronenmikroskopischen Bild eine zusätzliche Konden-
sation von Kernchromatin und der zytoplasmatischen Matrix.
Die Abbildung 17 zeigt eine Gegenüberstellung der Granulationsdichte in unstimulierten und
stimulierten (mit Paricalcitol bzw. LPS) Monozyten nach 24-stündiger Kultur in RPMI Medium.
4.2.4 Zytokine (IL1, IL6, IL10, TGFβ, TNFα) im Zellkulturüberstand in
Abhängigkeit von der Stimulation
Um den Inflammationsstatus des CNI-Patienten weiter spezifizieren zu können, wurde das Zyto-
kinprofil im Überstand nach variierender Stimulation der Monozyten (unstimuliert, Paricalcitol,
Paricalcitol + LPS, LPS) untersucht.
Abbildung 19 und Tabelle 30/Anhang zeigen die IL1β Konzentration im Überstand nach 48
Stunden. Diese lag bei unstimulierten Zellen bei 3,3 ± 3,9 pg/ml, mit einem Maximum von 11,0
pg/ml und einem Minimum von 0,84 pg/ml. Zellen inkubiert mit Paricalcitol (10−7M) zeigten eine
durchschnittliche Zytokinexpression von 24,2 ± 40,4 pg/ml mit einem Maximum von 105,4 pg/ml
und einem Minimum von 1,67 pg/ml. Paricalcitol (10−7M) und LPS führten zu einer Zytokinex-
pression von 462,6 ± 420,2 pg/ml bei einem Maximum von 1070,0 pg/ml und einem Minimum
von 2,9 pg/ml. LPS allein hatte eine durchschnittliche Expression von 751,1 ± 558,0 pg/ml mit
einem Maximum von 1308,0 pg/ml und einem Minimum von 42,8 pg/ml zur Folge. Dies ergab im
Kruskal-Wallis-H-Test eine Signifikanz von p < 0.001. Man kann auf folgenden mathematischen
Zusammenhang schließen:
u ≈ P < P+L < LPS.
Die 72 Stundenwerte zur IL1β Expression waren den 48 Stundenwerten vergleichbar.
Abbildung 19 und Tabelle 30/Anhang zeigen die IL6 Konzentration im Überstand nach 48 Stun-
den. Diese lag bei unstimulierten Zellen bei 147,5 ± 168,4 pg/ml mit einem Maximum von 469,3
pg/ml und einem Minimum von 9,7 pg/ml. Zellen inkubiert mit Paricalcitol (10−7M) zeigten eine
durchschnittliche Zytokinexpression von 555,5 ± 1041,1 pg/ml mit einem Maximum von 2665,6
pg/ml und einem Minimum von 12,3 pg/ml. Paricalcitol (10−7M) und LPS führten zu einer Zy-
tokinexpression von 12802,0 ± 12221,3 pg/ml bei einem Maximum von 27152,6 pg/ml und einem
Minimum von 120,9 pg/ml. LPS allein hatte eine durchschnittliche Expression von 19794,0 ±
14160,2 pg/ml mit einem Maximum von 36416,7 pg/ml und einem Minimum von 3968,6 pg/ml zur
Folge. Dies ergab im Kruskal-Wallis-H-Test eine Signifikanz von p < 0.002. Man kann auf folgenden
mathematischen Zusammenhang schließen:
u ≈ P < P+L < LPS.
Die 72 Stundenwerte zur IL6 Expression waren mit den 48 Stundenwerten vergleichbar.
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Abbildung 19: Zytokine (IL1, IL6, IL10, TGFβ, TNFα) nach 48 und 72 Stunden in
Abhängigkeit der Stimulation. VON LINKS: u-unstimulated = 1. Boxplot ; P-Paricalcitol =
2. Boxplot, P+L-Paricalcitol + LPS = 3. Boxplot; L-LPS = 4. Boxplot - alle in pg/ml (außer
TGFβ in ng/ml) 68
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Zytokin u P P+L L
IL1β 48h 0,43 % 3,2 % 61,6 % 100 %
IL1β 72h 0,45 % 32,3 % 59,5 % 100 %
IL6 48h 0,75 % 2,8 % 64,7 % 100 %
IL6 72h 0,7 % 23,6 % 49,8 % 100 %
IL10 48h 0,57 % 1,6 % 86,9 % 100 %
IL10 72h 0,5 % 27,7 % 104,8 % 100 %
TGFβ 48h 71,3 % 65,2 % 67,4 % 100 %
TGFβ 72h 88,7 % 123,9 % 92,4 % 100 %
TNFα 48h 0,63 % 0,7 % 25,9 % 100 %
TNFα 72h 0,66 % 142,5 % 30,5 % 100 %
Tabelle 7: Relativvergleich der Zytokinexpression:
Als Vergleichswert gilt die Zytokinkonzentration von LPS, d.h. cLPS = 100 % (u- unstimuliert; P-
Paricalcitol; P+L- Paricalcitol + LPS; L- LPS).
Abbildung 19 und Tabelle 30/Anhang zeigen die IL10 Konzentration im Überstand nach 48
Stunden. Diese lag bei unstimulierten Zellen bei 1,4 ± 0,8 pg/ml mit einem Maximum von 2,7
pg/ml und einem Minimum von 0,4 pg/ml. Zellen inkubiert mit Paricalcitol (10−7M) zeigten eine
durchschnittliche Zytokinexpression von 3,9 ± 5,8 pg/ml mit einem Maximum von 14,9 pg/ml und
einem Minimum von 0,01 pg/ml. Paricalcitol (10−7M) und LPS führten zu einer Zytokinexpression
von 211,6 ± 155,7 pg/ml bei einem Maximum von 435,6 pg/ml und einem Minimum von 0,3 pg/ml.
LPS allein hatte eine durchschnittliche Expression von 243,6 ± 130,1 pg/ml mit einem Maximum
von 440,1 pg/ml und einem Minimum von 58,9 pg/ml zur Folge. Dies ergab im Kruskal-Wallis-
H-Test eine Signifikanz von p < 0.004. Man kann auf folgenden mathematischen Zusammenhang
schließen:
u ≈ P < P+L ≈ LPS.
Abbildung 19 und Tabelle 30/Anhang zeigen die IL10 Konzentration im Überstand nach 72 Stun-
den. Diese lag bei unstimulierten Zellen bei 0,8 ± 0,2 pg/ml mit einem Maximum von 1,1 pg/ml
und einem Minimum von 0,6 pg/ml. Zellen inkubiert mit Paricalcitol (10−7M) zeigten eine durch-
schnittliche Zytokinexpression von 43,2 ± 102,7 pg/ml mit einem Maximum von 252,8 pg/ml und
einem Minimum von 0,7 pg/ml. Paricalcitol (10−7M) und LPS führten zu einer Zytokinexpression
von 163,1 ± 192,6 pg/ml bei einem Maximum von 523,6 pg/ml und einem Minimum von 0,3 pg/ml.
LPS allein hatte eine durchschnittliche Expression von 155,7 ± 109,0 pg/ml mit einem Maximum
von 353,8 pg/ml und einem Minimum von 38,4 pg/ml zur Folge. Dies ergab im Kruskal-Wallis-
H-Test eine Signifikanz von p < 0.031. Man kann auf folgenden mathematischen Zusammenhang
schließen:
u ≈ P < P+L ≥ LPS.
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Abbildung 19 und Tabelle 30/Anhang zeigen die TGFβ Konzentration im Überstand nach 48
Stunden. Diese lag bei unstimulierten Zellen bei 1576,8 ± 420,2 ng/ml mit einem Maximum von
1937,9 ng/ml und einem Minimum von 1069,8 ng/ml. Zellen inkubiert mit Paricalcitol (10−7M)
zeigten eine durchschnittliche Zytokinexpression von 1441,5 ± 431,4 ng/ml mit einem Maximum
von 2070,2 ng/ml und einem Minimum von 1087,6 ng/ml. Paricalcitol (10−7M) und LPS führten
zu einer Zytokinexpression von 1489,3 ± 499,8 ng/ml bei einem Maximum von 2211,4 ng/ml und
einem Minimum von 1069,8 ng/ml. LPS allein hatte eine durchschnittliche Expression von 2210,8
± 1135,1 ng/ml mit einem Maximum von 3628,2 ng/ml und einem Minimum von 1142,8 ng/ml zur
Folge. Eine Signifikanz im Kruskal-Wallis-H-Test fehlte (p < 0.6).
Abbildung 19 und Tabelle 30/Anhang zeigen die TGFβ Konzentration im Überstand nach 72
Stunden. Diese lag bei unstimulierten Zellen bei 1851,8 ± 377,4 ng/ml mit einem Maximum von
2211,4 ng/ml und einem Minimum von 1393,1 ng/ml. Zellen inkubiert mit Paricalcitol (10−7M)
zeigten eine durchschnittliche Zytokinexpression von 2588,5 ± 1428,1 ng/ml mit einem Maximum
von 4007,7 ng/ml und einem Minimum von 1347,9 ng/ml. Paricalcitol (10−7M) und LPS führten
zu einer Zytokinexpression von 1930,4 ± 705,6 ng/ml bei einem Maximum von 2740,6 ng/ml und
einem Minimum von 1142,8 ng/ml. LPS allein hatte eine durchschnittliche Expression von 2088,6
± 1392,3 ng/ml mit einem Maximum von 4084,6 ng/ml und einem Minimum von 1124,1 ng/ml zur
Folge. Eine Signifikanz im Kruskal-Wallis-H-Test fehlte (p < 0.9).
Abbildung 19 und Tabelle 30/Anhang zeigen die TNFα Konzentration im Überstand nach 48
Stunden. Diese lag bei unstimulierten Zellen bei 6,3 ± 8,9 pg/ml mit einem Maximum von 19,5
pg/ml und einem Minimum von 1,1 pg/ml. Zellen inkubiert mit Paricalcitol (10−7M) zeigten eine
durchschnittliche Zytokinexpression von 7,0 ± 7,1 pg/ml mit einem Maximum von 12,0 pg/ml und
einem Minimum von 2,0 pg/ml. Paricalcitol (10−7M) und LPS führten zu einer Zytokinexpression
von 260,0 ± 223,0 pg/ml bei einem Maximum von 400,0 pg/ml und einem Minimum von 2,9 pg/ml.
LPS allein hatte eine durchschnittliche Expression von 1002,8 ± 1223,4 pg/ml mit einem Maximum
von 2633,8 pg/ml und einem Minimum von 21,5 pg/ml zur Folge. Dies ergab im Kruskal-Wallis-
H-Test eine Signifikanz von p < 0.066. Man kann auf folgenden mathematischen Zusammenhang
schließen:
u ≈ P < P+L < LPS.
Abbildung 19 und Tabelle 30/Anhang zeigen die TNFα Konzentration im Überstand nach 72
Stunden. Diese lag bei unstimulierten Zellen bei 2,1 ± 3,2 pg/ml, mit einem Maximum von 6,9
pg/ml und einem Minimum von 0,2 pg/ml. Zellen inkubiert mit Paricalcitol (10−7M) zeigten ei-
ne durchschnittliche Zytokinexpression von 451,9 ± 781,8 pg/ml mit einem Maximum von 1354,6
pg/ml und einem Minimum von 0,5 pg/ml. Paricalcitol (10−7M) und LPS führten zu einer Zyto-
kinexpression von 96,7 ± 163,2 pg/ml bei einem Maximum von 285,2 pg/ml und einem Minimum
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von 1,7 pg/ml. LPS allein hatte eine durchschnittliche Expression von 317,2 ± 325,3 pg/ml mit
einem Maximum von 614,8 pg/ml und einem Minimum von 15,5 pg/ml zur Folge. Eine Signifikanz
im Kruskal-Wallis-H-Test fehlte (p < 0.14).
Zusätzlich zu den oben bestimmten Zytokinkonzentrationen im Normalmedium, wurden selbi-
ge unter hypercalcämischen und hyperphosphatämischen Bedingungen (Ca: 3,5 mmol/l; P: 2,5
mmol/l) bzw. normocalcämischen und hypophosphatämischen Bedingungen (Ca: 2,5 mmol/l; P:
0,6 mmol/l) bestimmt.
Die IL1β, IL6, IL10, TGFβ, TNFα Konzentration nach 48 und 72 Stunden bewegte sich bei
variierender Calcium- und Phosphorkonzentration in identischen Dimensionen.
Hieraus lässt sich schließen, dass Paricalcitol in Kombination mit LPS die proinflammatorischen
Zytokine IL1, IL6 signifikant und TNFα nicht signifikant supprimiert. LPS hingegen erhöht die
Konzentration proinflammatorischer Zytokine im Überstand, ist aber im Gegenzug imstande die
IL10 Konzentration zu steigern und damit die Gegenregulation zur Proinflammation zu initiieren.
4.3 Expression monozytärer Aktivierungsmarker im Vergleich
zwischen Gesunden und Urämikern unter Nierenersatztherapie
(CAPD, HD)
4.3.1 Blutchemische Parameter bei CAPD-Patienten
Um die Aussagekraft von Laborparametern bei CAPD-Patienten beurteilen zu können und die
Gruppe der Patienten zu beschreiben, untersuchten wir 12 Patienten auf ihren Kreatinin-, CRP-,
Calcium- und Phosphor-Spiegel.
Hinsichtlich des Kreatinin-, Calcium-, Phosphor- und CRP-Spiegels wurde 12 Patienten unter
CAPD untersucht. Der Serumkreatininspiegel (Tabelle 31/Anhang) der CAPD-Patienten hatte
einen durchschnittlichen Wert von 7,48 ± 3,68 mg/dl mit einem Maximum von 15,11 mg/dl und
einem Minimum von 1,68 mg/dl, der Serumcalciumspiegel (Tabelle 31/Anhang) hatte einen durch-
schnittlichen Wert von 2,29 ± 0,22 mmol/l mit einem Maximum von 2,65 mmol/l und einem
Minimum von 2,02 mmol/l, der Serumphosphorspiegel (Tabelle 31) hatte einen durchschnittlichen
Wert von 1,47 ± 0,32 mmol/l mit einem Maximum von 2,2 mmol/l und einem Minimum von 1,2
mmol/l und der Serum-CRP-spiegel (Tabelle 31/Anhang) der CAPD-Patienten hatte einen durch-
schnittlichen Wert von 0,65 ± 0,54 mg/dl mit einem Maximum von 2,0 mg/dl und einem Minimum
von 0,3 mg/dl.
HD-Patienten zeigten ebenso variable Werte vergleichbar mit denen von CAPD-Patienten.
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Dies zeigt, dass sich CAPD-Patienten und HD-Patienten hinsichtlich der oben beschriebenen
Laborparameter nicht einheitlich verhalten und somit keine Grundlage sein können, diese Gruppe
hinreichend zu beschreiben.
4.3.2 FACS-Analysen - Vergleich der monozytären Membranproteinexpression:
HLA-DR, CD14, TLR2 (extra- und intrazellulär), TLR4 (extra- und
intrazellulär) zwischen Gesunden und Urämikern unter Nierenersatztherapie
(CAPD, HD)
Um der chronischen Mikroinflammation des Dialysepatienten Wertepaare zuordnen zu können,
untersuchten wir 12 CAPD-, 20 HD-Patienten und ebensoviele gesunde Kontrollen durchflusszy-
tometrisch auf ein ausgewähltes monozytäres Proteinexpressionsprofil - dies im Besonderen, da
eine Unterscheidung der Gruppen aufgrund der Laborparameter entfiel.
Die Abbildung 20 verdeutlicht die Expression verschiedener monozytärer Antigene (TLR2 (in-
trazellulär), TLR4 (intrazellulär), CD14).
Die CD14 Expression (Abbildung 20) unterschied sich signifikant zwischen Urämikern und Ge-
sunden auf allen Subpopulationen.
Die CD14 Expression war bei CAPD-Patienten (438,7 ± 174,5) und HD-Patienten (468,2 ± 101,3)
gegenüber Gesunden (371,6 ± 148,2) auf CD14++CD16- Monozyten erhöht (p < 0.027 im Kruskal-
Wallis-H-Test), war bei CAPD-Patienten (323,6 ± 114,8) und HD-Patienten (398,8 ± 95,2) gegen-
über Gesunden (232,6 ± 56,2) auf CD14++CD16+ Monozyten erhöht (p < 0.001 im Kruskal-
Wallis-H-Test), war bei CAPD-Patienten (67,9 ± 24,5) und HD-Patienten (66,9 ± 18,6) gegenüber
Gesunden (46,6 ± 13,9) auf CD14dimCD16+ Monozyten erhöht (p < 0.02 im Kruskal-Wallis-H-
Test) und war bei CAPD-Patienten (175,6 ± 95,3) und HD-Patienten (244,6 ± 95,0) gegenüber
Gesunden (102,4 ± 39,1) auf CD16+ Monozyten erhöht (p < 0.02 im Kruskal-Wallis-H-Test).
Die intrazelluläre TLR2 Expression (Abbildung 20) unterschied sich signifikant zwischen Urämi-
kern und Gesunden auf allen Subpopulationen.
Die intrazelluläre TLR2 Expression von CAPD-Patienten (86,9 ± 53,9) war gegenüber Gesunden
(130,0 ± 82,8) erniedrigt, die von HD-Patienten (111,3 ± 72,5) gegenüber Gesunden 130,0 ± 82,8)
auf CD14++CD16- Monozyten geringgradig erhöht (p < 0.14 im Kruskal-Wallis-H-Test), die von
CAPD-Patienten (92,5 ± 55,8) und HD-Patienten (126,8 ± 82,5) war gegenüber Gesunden (145,3
± 84,8) auf CD14++CD16+ erniedrigt (p < 0.07 im Kruskal-Wallis-H-Test), die von CAPD-
Patienten (75,2± 35,7) und HD-Patienten (90,3± 60,6) war gegenüber Gesunden (114,3± 57,0) auf
CD14dimCD16+ Monozyten erniedrigt (p < 0.07 im Kruskal-Wallis-H-Test) und die von CAPD-
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Patienten (79,7 ± 35,7) und HD-Patienten (125,7 ± 64,2) war gegenüber Gesunden (127,4 ± 72,0)
auf CD16+ Monozyten erniedrigt (p < 0.02 im Kruskal-Wallis-H-Test).
Die intrazelluläre TLR4 Expression (Abbildung 20) unterschied sich signifikant zwischen Urämi-
kern und Gesunden auf allen Subpopulationen.
Die intrazelluläre TLR4 Expression von CAPD-Patienten (38,6 ± 12,2) und HD-Patienten (31,0
± 12,4) war gegenüber Gesunden (44,5 ± 12,8) auf CD14++CD16- Monozyten erniedrigt (p <
0.02 im Kruskal-Wallis-H-Test), die von CAPD-Patienten (44,1 ± 15,2) und HD-Patienten (34,4
± 17,6) war gegenüber Gesunden (54,3 ± 16,6) auf CD14++CD16+ Monozyten erniedrigt (p <
0.02 im Kruskal-Wallis-H-Test), die von CAPD-Patienten (47,5 ± 19,6) und HD-Patienten (32,9 ±
18,7) war gegenüber Gesunden (58,1 ± 24,9) auf CD14dimCD16+ Monozyten erniedrigt (p < 0.01
im Kruskal-Wallis-H-Test) und die von CAPD-Patienten (45,7 ± 17,8) und HD-Patienten (37,8
± 16,0) war gegenüber Gesunden (56,6 ± 21,2) auf CD16+ Monozyten erniedrigt (p < 0.04 im
Kruskal-Wallis-H-Test).
Die HLA-DR Expression änderte sich ohne signifikante Tendenz zwischen Urämikern und Ge-
sunden auf allen Subpopulationen.
Die extrazelluläre TLR2 Expression änderte sich ohne signifikante Tendenz zwischen Urämikern
und Gesunden auf allen Subpopulationen.
Die extrazelluläre TLR4 Expression änderte sich ohne signifikante Tendenz zwischen Urämikern
und Gesunden auf allen Subpopulationen.
Dies zeigt, dass v.a. die Membranproteine von CD14 und den intrazellulären TLR2 und TLR4
geeignet sind, um die Gruppen der Patienten unter Nierenersatztherapie zu beschreiben.
4.3.3 FACS-Analysen zum Anteil der Monozyten an den Subpopulationen
CD14++CD16-, CD14++CD16+, CD14dimCD16+, CD14+, CD16+
zwischen Gesunden und Urämikern unter Nierenersatztherapie (CAPD, HD)
Die anteilige Zuordnung ausgezählter Monozyten zu den Subpopulationen sollte ein zusätzliches
Mittel sein, um zwischen den Gruppen der Urämiker unter verschiedenen Formen der Nierenersatz-
therapie zu unterscheiden.
Wie in Abbildung 21 zu erkennen, zeigten HD-Patienten eine erhöhte Anzahl proinflammatori-
scher Blutmonozyten gefolgt von CAPD-Patienten vergleichend zu Gesunden.
Der Anteil CD14++CD16+ Monozyten stieg in der Abfolge Gesunde (285,0 ± 191,4) < CAPD
(545,8 ± 355,5) < HD (757,2 ± 409,4) (p < 0.022 im Kruskal-Wallis-H-Test).
Der Anteil CD16+ Monozyten stieg in der Abfolge Gesunde (650,5 ± 209,7) < CAPD (994,3 ±
710,9) < HD (1186,7 ± 578,3) (p < 0.073 im Kruskal-Wallis-H-Test).
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CD14++CD16+ CD16+
Abbildung 21: Zugehörigkeit zu den Subpopulationen bei CAPD- und HD-Patienten
vergleichend zu Gesunden: CD14++CD16+ und CD16+ bei CAPD (MITTE)- und HD
(RECHTS)-Patienten vergleichend zu Gesunden (LINKS)
Dies zeigt, dass HD-Patienten unter stärkeren inflammatorischem Stimulus stehen oder auf einen
vergleichbaren Stimulus stärker reagieren als CAPD-Patienten.
4.4 Expression monozytärer Aktvierungsmarker von Patienten vor
und nach HD
4.4.1 FACS Analysen - Vergleich der monozytären Membranproteinexpression:
HLA-DR, CD14, TLR2 (extra- und intrazellulär), TLR4 (extra- und
intrazellulär) vor und nach HD
Die monozytären Aktivierungsmarker wurden unmittelbar vor und nach HD bei 20 Patienten unter-
sucht, um den unmittelbaren Einfluß der Dialyseprozedur auf das Proteinexpressionsmuster bewer-
ten zu können. Die Abbildung 22 verdeutlicht die Expression verschiedener monozytärer Antigene
(TLR2 (extrazellulär), TLR2 (intrazellulär), TLR4 (intrazellulär)) bei zwanzig Patienten vor und
nach HD.
Die intrazelluläre TLR2 Expression (Abbildung 22) unterschied sich signifikant vor und nach HD
auf allen Subpopulationen.
HD-Patienten nach HD zeigten eine durchschnittliche intrazelluläre TLR2 Fluoreszenzintensität
von 182,4 ± 110,5 und damit erhöhte Fluoreszenzintensität im Vergleich zu HD-Patienten vor
HD (111,3 ± 72,5) auf CD14++CD16- Monozyten (p < 0.019 im Wilcoxon Test), eine von 201,9
± 114,4 und damit erhöhte Fluoreszenzintensität im Vergleich zu HD-Patienten vor HD (126,8
± 82,5) auf CD14++CD16+ Monozyten (p < 0.019 im Wilcoxon Test), eine von 142,2 ± 84,4
und damit erhöhte Fluoreszenzintensität im Vergleich zu HD-Patienten vor HD (90,3 ± 60,6) auf
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CD14dimCD16+ Monozyten (p < 0.023 im Wilcoxon Test) und eine von 192,4 ± 93,4 und damit
erhöhte Fluoreszenzintensität im Vergleich zu HD-Patienten vor HD (125,7 ± 64,2) auf CD16+
Monozyten (p < 0.035 im Wilcoxon Test).
Die intrazelluläre TLR4 Expression (Abbildung 22) unterschied sich signifikant vor und nach HD
auf allen Subpopulationen.
HD-Patienten nach HD zeigten eine durchschnittliche intrazelluläre TLR4 Fluoreszenzintensität
von 43,0 ± 14,1 und damit erhöhte Fluoreszenzintensität im Vergleich zu HD-Patienten vor HD
(31,0 ± 12,4) auf CD14++CD16- Monozyten (p < 0.001 im Wilcoxon Test), eine von 45,7 ± 18,6
und damit erhöhte Fluoreszenzintensität im Vergleich zu HD-Patienten vor HD (34,4 ± 17,6) auf
CD14++CD16+ Monozyten (p < 0.002 im Wilcoxon Test), eine von 41,2 ± 21,4 und damit erhöh-
te Fluoreszenzintensität im Vergleich zu HD-Patienten vor HD (32,9 ± 18,7) auf CD14dimCD16+
Monozyten (p < 0.015 im Wilcoxon Test) und eine von 46,5 ± 19,9 und damit erhöhte Fluores-
zenzintensität im Vergleich zu HD-Patienten vor HD (37,8 ± 16,0) auf CD16+ Monozyten (p <
0.025 im Wilcoxon Test).
Die extrazelluläre TLR2 Expression (Abbildung 22) unterschied sich signifikant vor und nach
HD auf lediglich einem Subset (CD14++CD16-).
HD-Patienten nach HD zeigten eine durchschnittliche extrazelluläre TLR2 Fluoreszenzintensität
von 104,7 ± 27,8 und damit erhöhte Fluoreszenzintensität im Vergleich zu HD-Patienten vor HD
(85,5 ± 29,4) auf CD14++CD16- Monozyten (p < 0.025 im Wilcoxon Test).
Die HLA-DR Expression unterschied sich nicht signifikant vor und nach HD auf allen Subpopu-
lationen.
Die extrazelluläre TLR4 Expression unterschied sich nicht signifikant vor und nach HD auf allen
Subpopulationen.
Die CD14 Expression unterschied sich nicht signifikant vor und nach HD auf allen Subpopula-
tionen.
Dies zeigt, dass lediglich die intrazelluläre TLR2 und TLR4 Expression nach HD steigen und
damit signifikant von der vor HD differieren.
4.4.2 FACS Analysen zum Anteil der Monozyten an den Subpopulationen
CD14++CD16-, CD14++CD16+, CD14dimCD16+, CD14+, CD16+ vor
und nach HD
Die anteilige Zuordnung ausgezählter Monozyten zu den Subpopulationen sollte ein zusätzliches
Mittel sein, um den Einfluss der HD auf das Proteinexpressionsmuster zu beurteilen.
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Der Anteil CD14++CD16- Zellen fiel nach HD.
HD-Patienten nach HD zeigten eine durchschnittliche CD14++CD16- Anzahl von 5544,1 ± 1625,2
und damit erniedrigte Anzahl im Vergleich zu HD-Patienten vor HD 6043,4 ± 1651,3 (p < 0.068
im Wilcoxon Test).
Der Anteil CD14++CD16+ Zellen fiel nach HD.
HD-Patienten nach HD zeigten eine durchschnittliche CD14++CD16+ Anzahl von 578,5 ± 360,9
und damit erniedrigte Anzahl im Vergleich zu HD-Patienten vor HD 757,2 ± 409,4 (p < 0.015 im
Wilcoxon Test).
Der Anteil CD14dimCD16+ Zellen fiel nach HD.
HD-Patienten nach HD zeigten eine durchschnittliche CD14dimCD16+ Anzahl von 352,7 ± 198,7
und damit erniedrigte Anzahl im Vergleich zu HD-Patienten vor HD 431,3 ± 242,1 (p < 0.039 im
Wilcoxon Test).
Der Anteil CD16+ Zellen fiel nach HD.
HD-Patienten nach HD zeigten eine durchschnittliche CD16+ Anzahl von 929,4 ± 494,8 und damit
erniedrigte Anzahl im Vergleich zu HD-Patienten vor HD 1186,7 ± 578,3 (p < 0.019 im Wilcoxon
Test).
Der Anteil CD14+ Zellen fiel nach HD.
HD-Patienten nach HD zeigten eine durchschnittliche CD14+ Anzahl von 6469,9 ± 1919,0 und
damit erhöhte Anzahl im Vergleich zu HD-Patienten vor HD 7225,1 ± 1913,2 (p < 0.05 imWilcoxon
Test).
Dies zeigt, dass die Dialyseprozedur zu einem Rezeptorverlust (CD14 und CD16) des Monozyten
führt.
78
5 Diskussion
5.1 Chronische Niereninsuffizienz und Monozytenphänotyp
Urämiker unter Nierenersatztherapie (HD, CAPD) zeigen Defekte der angeborenen (verringerte
Phagozytose und bakterizide Kompetenz [VANHOLDER et al. 1996]) und erworbenen Immunität
(reduzierte T-Zell Funktion [GIRNDT et al. 1995]), die in einem generalisierten Immundefekt gip-
feln. Infektionsereignisse sind somit unter anderem Hauptgrund erhöhter Mortalität und Morbidität
bei CNI-Patienten. Die Infektionshäufigkeit unterscheidet sich zwischen HD- und CAPD-Patienten
nicht. Jedoch neigen HD-Patienten zu Bakteriämien, CAPD-Patienten eher zu Peritonitiden [AS-
LAM et al. 2006]. Wir schließen bereits aus dieser Tatsache, dass periphere Blutmonozyten bei
HD-Patienten anders bzw. stärker reagieren als die von Patienten unter CAPD. Die defizitäre Reak-
tionslage ist nicht zuletzt Folge einer gehemmten monozytären Funktionalität. Urämisches Serum
hemmt die Expression kostimulatorischer Moleküle (CD40, CD80, CD86) und verhindert dadurch
eine effiziente Antigenpräsentation [LIM et al. 2007]. Monozyten [HEIDENREICH et al. 1997] und
T-Zellen [MEIER et al. 2002] von Urämikern besitzen eine erhöhte Apoptoseneigung, zeigen eine
reduzierte Chemotaxis und einen reduzierten oxidativen burst nach Phagozytose (JORSTAD u.
KVERNES 1978). Dabei waren die inhibitorischen Effekte auf Monozyten bzw. die Apoptosehäu-
figkeit der Monozyten bei Urämikern unter HD stärker bzw. höher als bei nicht dialysepflichtigen
Urämikern [LIM et al. 2007]. Wir stellen generell fest, dass die Zelle zellulärem Stress (durch Toxi-
ne, Entzündung) oder Zelltod durch zelluläre Resistenz oder Reparatur begegnet. Urämischtoxische
zelluläre Ereignisse hemmen eine suffiziente Entzündungsreaktion mit monozytärer Heilphase. HSP
(aus dem Inneren der Zelle) treten v.a. während Apoptose oder Nekrose nach außen. Man kann
also auf einen intrinsichen Defekt des urämischen 1 Monozyten schließen. Dies interessiert umso
mehr, da gewebsständige Monozyten/Makrophagen zum pathohistologischen Bild akuter und chro-
nisch entzündlicher Nierenerkrankungen gehören. Die Abnahme der glomerulären Filtrationsrate
(GFR) und der Grad der Proteinurie korrellieren mit der Zahl der Makrophagen, insbesondere der
des tubulointerstitiellen Kompartiments [MAGIL, 1995, EDDY u. GIACHELLI 1995]. Organinfil-
trierende Makrophagen bei Glomerulonephritis oxidieren über freie Sauerstoffradikale Lipide bzw.
1Urämie: bei Niereninsuffizienz durch Retentionsazotämie bedingte Harnvergiftung, [...]. [BOSS 1999a]
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Konventionelle Faktoren Nicht-konventionelle Faktoren
Alter Anämie
Geschlecht Urämie
Hypertension reduzierte vaskuläre Compliance
Diabetes mellitus Inflammation
Dyslipidämie hormonelle Faktoren
Rauchen Störungen im Mineralstoffwechsel
Hypervolämie
Tabelle 8: Kardiovaskuläre Risikofaktoren bei CNI
Lipoproteine zu toxischen Derivaten, die Nierenzellen schädigen [RIE et al. 1995]. Subletal geschä-
digte Tubuluszellen können den Influx von Monozyten aus dem Blut in das Interstitium initiieren
[PRODJOSUDJAGI et al. 1993]. Blutmonozyten wandeln sich in der Niere oder im Peritoneum in
Makrophagen um.
Auch das kardiovaskuläre Morbiditäts- und Mortalitätsrisiko ist bei CNI-Patienten erhöht. Dabei
muss man zwischen konventionellen und nicht-konventionellen Risikofaktoren unterscheiden (Tabel-
le 8). Nach KALANTAR-ZADEH et al. [2007] ist das Malnutrition - Inflammation - Oxidative Stress
- Syndrom (MICS) bzw. das Malnutrition - Inflammation - Atherosklerose - Syndrom (MIAS) in
die Beurteilung des Risikos einzubeziehen [YAO et al. 2004]. Paradoxerweise ist der Body Mass In-
dex (BMI) bei CNI-Patienten der Überlebensrate proportional [KALANTAR-ZADEH et al. 2005].
Mögliche Gründe sind ein stabilerer hämodynamischer Zustand, eine verändertes Zytokinexpres-
sionsmuster, einzigartige neurohormonale Konstellationen und die Endotoxin-Lipoprotein-Interak-
tion. Unsere Daten sollen daher frühe Phaseparameter bzw. Surrogatparameter 2 dieses und des Sze-
narios im Gefäßsystem sein. Die Akkumulation urämischer Toxine (proinflammatorische Zytokine,
asymmetrisches Dimethylarginin, Homocystein, AGEs) gehen mit vaskulärer Entzündung, endo-
thelialer Dysfunktion und der Induktion von vaskulärem oxidativen Stress einher [ORIORDAN
et al. 2005]. Die eigentliche Bedeutung des Entzündungsbegriffes 3 legt die Beteiligung bzw. quali-
tative und quantitative Modifikation peripherer mononukleärer Zellen nahe. Bei CAPD-Patienten
2lateinisch: surrogatum = der Ersatz
3Entzündung:[...] die vom Bindegewebe und den Blutgefäßen getragene Reaktion des Organismus auf einen [...]
innerlich erzeugten Entzündungsreiz mit dem Zweck, diesen zu beseitigen oder zu inaktivieren [...]. Auslösend
wirken [...] chemische Stoffe ([...], bakterielle Toxine, Allergene und Immunkomplexe) sowie Erreger (Mikroorga-
nismen, [...]) bzw. krankhafte Stoffwechselprodukte, entgleiste Enzyme. [...] Der Vorgang wird ergänzt durch [...],
Einwanderung neutrophiler Granulozyten und Monozyten, [...], ferner wandern Lymphozyten-Effektorzellen ein,
die zur Bildung spezifischer Antikörper gegen den Entzündungsreiz führen (Immunreaktion), [...]. Durch die bei
der Reaktion erfolgende Aktivierung des Komplementsystems werden Bruchstücke (C3a und C5a) dieses Systems
frei, die - [...] - als Mediatoren der Entzündung wirken, [...]. Der Gesamtorganismus reagiert [...] mit Leukozytose
[...]. [BOSS 1999b]
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zeigt sich die endotheliale Dysfunktion durch peritoneale membranäre Alterationen bei erhöhter
Passage großer und kleiner Solute [CUETO-MANZANO u. CORREA-ROTTER 2000]. Die Endo-
thelschädigung wird durch Faktoren wie erhöhter NO-Synthese, vom physiologischen abweichender
Relaxation und Proliferation glatter Muskelzellen, reduzierter Angiogenese, erhöhter Koagubilität
und gesteigerter Adhäsionsmechanismen gefördert [HARRISON 1997]. Wie NOH et al. [1998], die
einen erhöhten CRP Spiegel mit einer gesteigerten Mortalität unter CAPD in Verbindung setzten,
so konnten auch wir CRP-Werte über dem Referenzbereich messen. CRP aktiviert über den FcγRI
und den FcγRII die Komplementkaskade [MOLD u. CLOS 2006] und steht dadurch nicht nur mit-
telbar sondern auch unmittelbar im Wirkungskreis der Entzündung. Außerdem sind Patienten mit
erhöhtem CRP oft hypalbuminämisch und zeigen ein erhöhtes kardiovaskuläres Risiko.
Trotzdem besteht die Möglichkeit, dass die Entzündung lediglich Epiphänomen des Endorgan-
schadens und nicht Ursache dessen ist. Auch nichtdiabetische CAPD-Patienten (sowie auch HD-
Patienten) zeigen Phasen milder Hyperglykämie und abnormaler Glukosetoleranz, sind aber in der
Regel normoglykämisch auf Kosten einer Hyperinsulinämie [LOWRIE et al. 1970]. Da v.a. adipöse
Patienten insulinresistent sind, stellt sich die Frage, ob Adipokine und Zytokine (v.a. TNFα) und
andere Faktoren mit Ursprung im zentralen Fettgewebe (wie Leptin) nicht nur die Insulinresistenz
sondern auch die Entzündung unterstützen [STOMPOR et al. 2003]. Konträr zu den Beobachtun-
gen von KALANTAR-ZADEH et al. [2005], der die Überlebensrate in Zusammenhang zum BMI sah
(allerdings bei HD-Patienten), würde dieser proinflammatorische Status obeser CAPD-Patienten
entweder die Theorie von KALANTAR-ZADEH et al. [2005] widerlegen oder Indiz dafür sein, dass
die Entzündung tatsächlich Epiphänomen erhöhter Mortalität ist.
Makrophagen und periphere Blutmonozyten sind Teil des regulatorischen, inflammatorischen
Systems, das auf der einen Seite den morphologischen Schaden initiiert und auf der anderen Sei-
te zu dessen Beseitigung beiträgt. Die murine Adriamycin-Nephropathie - als Modell der CNI -
erfährt durch Injektion von Makrophagen, die vorher mit IL4 bzw. IL13 inkubiert wurden, einen
Progressionsstop für drei Wochen, während eine Inkubation mit LPS progressionsfördernd wirkt
[WANG et al. 2007]. Fakt ist jedoch auch, dass die Mikroumgebung der meisten progressiven Nie-
renerkrankungen proinflammatorisch (TNFα, IL1β, IL6, IL12) ist, und Monozyten deshalb die tu-
bulozelluläre Apoptose, interstitielle Fibrose und Proteinurie fördern [KLUTH 2007]. Jedoch zeigen
Makrophagen nach vollzogener Phagozytose ein antiinflammatorisches Zytokinprofil (IL10 ↑, TGFβ
↑, TNFα ↓). Dies bedeutet, dass eine Mehrexpression von FcγR (u.a. CD16) einhergehend mit einer
Mehrexpression des proinflammatorischen Subtyps eine Gegenregulation zur Entzündungssituation
auslöst. Unsere Daten, sowohl für HD- als auch für CAPD-Patienten, zeigen geschlossen eine Er-
höhung der Fraktion proinflammatorischer peripherer Blutmonozyten. Unser Parallelversuch zur
physiologischen Situation unter Nierenersatztherapie durch Inkubation peripherer mononukleärer
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Zellen mit LPS in Zellkultur zeigte auch eine erhöhte IL10 Konzentration. Vielmehr muss man
präzisieren, das Zellkulturmodell ist vergleichbar zum Dialysepatienten mit ausreichender bis gu-
ter Immunfunktion. In diesem synthetisiert der aktivierte Monozyt proinflammatorische Zytokine
wie IL1β, IL6 und TNFα. Wir sahen für diese unter LPS-Stimulation ausnahmslos die höchsten
Konzentrationen. Legt man die Beobachtungen von PERTOSA et al. [1991] zugrunde, der die Zy-
tokinaktivierung als charakteristisches Merkmal der Urämie beschreibt, so ist zu sagen, dass die
Zytokinaktivierung multifaktoriell reguliert wird und nicht solitär Endotoxin-vermittelt ist. Außer-
dem verstärkt die Adhärenz an Plastikoberflächen die Induktion von TNFα [ELKORD et al. 2005].
Zytokine sind entscheidende Mediatoren des katabolen Stoffwechsels und wirken appetithemmend.
Hiermit schließt sich der Kreis in Richtung Malnutrition des Dialysepatienten. Zytokine hemmen die
iNOS und die Cyclooxygenase (COX)1. Die daraus resultierende Synthesestörung von PGE2 und
Stickstoffmonoxid (NO) wirkt auf das kardiovaskuläre System. Die Relaxationsstörung der Gefäße
unterstützt die endotheliale Dysfunktion. PGE2 hemmt physiologisch die Lipolyse im Fettgewebe.
Im Umkehrschluss ist dessen Mindersynthese ein weiterer Mechanismus, der zur Malnutrition des
Dialysepatienten beiträgt.
Septische 4 Patienten (v.a. im Schock) zeigen bei unveränderter bzw. erniedrigter CD14 Expres-
sion eine verringerte TNFα Synthesekapazität. Die Immunparalyse des Monozyten ist Folge einer
profunden zellulären Erschöpfung. Die gehemmte LPS-Antwort ist Folge der (auch beim Gesunden
vorkommenden) Toleranzinduktion (mit Monozytopenie im Schock) und verringerter CD14 Expres-
sion, einer erhöhten antiinflammatorischen Zytokinproduktion [WERRA et al. 2001] oder einer re-
duzierten Expression von NFκB auf transkriptionaler Ebene [HAAS et al. 1990]. Die regulatorischen
Funktionen sind somit IL10-abhängig. Eine effiziente Immunantwort, d.h. eine auf Beseitigung der
Noxe ausgerichtete Reaktion, ist nur möglich, wenn Antigene den Zellen der erworbenen Immuni-
tät (über HLA-DR, CD80, CD86) präsentiert werden. Bei gehemmter Antigenpräsentation werden
die T-Zellen anerg [KLUTH 2007]. Sowohl HD-Patienten als auch CAPD-Patienten zeigten eine
reduzierte HLA-DR Expression vergleichend zu Gesunden. Dies ist ein weiteres zelluläres Korrelat
des Immundefektes des Dialysepatienten. V.a. instabile Urämiker zeigen diesen HLA-DR Defekt.
Der hämodialyseinterne Vergleich vor und nach HD erbrachte keinen Unterschied der HLA-DR
Expression. Folglich ändert die Dialysebehandlung auf kurze Sicht den Immunstatus des Patien-
ten nicht. Erlangen Patienten ihre HLA-DR Kompetenz zurück, geht dies mit klinischer Besserung
einher. Lediglich in Phasen überschießender entzündlicher Immunreaktionen bzw. spontaner oder
4[...] das Krankheitsbild infolge dauernden oder periodischen Eindringens von pathogenen Bakterien [...] bzw. de-
ren Zellwandbestandteilen [...] in den Blutkreislauf (Septikämie) bei Ausbleiben der normalen [...] Allgemeinreak-
tion [...]. Tritt auf während oder nach akuter oder chronischer [...] Krankheit durch direktes Eindringen der Erreger
in den Blutkreislauf [...]. [BOSS 1999c]
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allergischer autoimmuner Erkrankungen oder Septitiden mit T-Zellanergie, kann eine HLA-DR
Suppression erwünscht sein. Patienten unter Nierenersatztherapie zeigen eine erhöhte Infektanfäl-
ligkeit. Eine adäquate Antigenpräsentation, d.h. eine adäquate MHCII Expression, gewährleistet
deren Bekämpfung. Die Regulation von Entzündungskaskaden ist somit integraler Bestandteil der
zellulären Stressantwort. Die erhöhte Neigung zu Peritonitiden ist nach BETJES et al. [1994] Re-
sultat einer gehemmten Phagozytosekapazität von Peritonealmakrophagen bei CAPD-Patienten
während der Episoden mit Peritonitis. Die Expression von FcγR, die chemotaktische Aktivität und
der Immunphänotyp waren vergleichbar zu entzündungsfreien Episoden. HOLMES et al. [1990] be-
stätigten im Vergleich zweier Patientengruppen unter CAPD - die eine mit erhöhter-, die andere mit
erniedrigter Peritonitis-Inzidenz - einen nicht signifikanten Unterschied der Gesamtleukozytenzahl
über den Zeitraum von sechs bis acht Monaten.
  
 Endotoxin 
Zytokine 
      TNFα 
IL1 
IL6 
Reaktive Sauerstoff- 
Spezies 
Sauerstoffradikale 
Hydrogenperoxide 
Lipide    
Thrombo-
xan A2 
 
+  - 
Schädliche Effekte bei hoher 
Mediatorkonzentration: 
- hohes Fieber 
- Hypotension 
- Disseminierte intravaskuläre  
   Koagulopathie 
- Chronische Inflammation 
Nützliche Effekte bei niedriger 
Mediatorkonzentration: 
- Moderates Fieber 
- Stimulation des Immunsystems 
- Mikrobielle Toxizität 
Abbildung 23: Endotoxin - biologisches Potenzial:
LPS = Endotoxin führt zu einer Mediatorenfreisetzung des Monozyten, die nützliche oder schäd-
liche Effekte bedingen
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Zu den Organismus-internen Herausforderungen hat der (Hämo-) Dialysepatient mit erheblichen
äußeren Faktoren zu kämpfen. Es gibt zwei Möglichkeiten einer Monozytenaktivierung von außen,
dem Kontakt zu den Membranen des Dialysators und dem Endotoxintransfer über die Dialyse-
membran. Eine eindeutige Zuordnung zu einem oder beiden Möglichkeiten ist bis heute nicht mit
Sicherheit erfolgt [NOCKHER u. SCHERBERICH 1995, LAUDE-SHARP et al. 1990, PEREIRA et
al. 1995]. Geht man jedoch von einer transienten Exposition mit Endotoxin aus, so ist der Übergang
zwischen nützlichen immunmodulatorischen Effekten und schädlichen Effekten fließend, die in ei-
ner Hyperinflammation oder Areaktibilität des Immunsystems münden können (Abbildung 23). Das
offene System des HD-Patienten 5 erschwert nicht nur die Betrachtungen zur LPS-Kontamination
sondern auch die zur Kinetik der Monozyten. Untersuchungen von NOCKHER et al. [2001] zeigten
eine Monozytopenie während der ersten 30 Minuten der HD. Dabei fielen CD14+ Monozyten um 77
± 13 % nach 15 Minuten und erholten sich auf mehr als 93 % vom Ausgangswert nach 60 Minuten.
Die proinflammatorischen CD14++CD16+ Monozyten fielen nach 30 Minuten auf 33 ± 15 % und
blieben supprimiert für den Rest des Dialysezyklus (67 ± 11 % nach 240 Minuten). Die Erholungs-
phase dauerte bis sechs Stunden nach erfolgter Dialyse. Eine Reboundmonozytose zeigten lediglich
die CD14++CD16- Monozyten. CD14++CD16+ Monozyten haben die Eigenschaften von Gewebs-
makrophagen und zeigen eine niedrige IL10 Expression im Vergleich zu CD14++CD16- Monozyten
[FRANKENBERGER et al. 1996]. CD14++CD16+ Monozyten zeigten eine verringerte Expression
von Komplementrezeptoren und eine gesteigerte für Adhäsionsmoleküle wie PECAM-1, was die Ad-
härenz zu Endothelien kleiner Gefäße und die transendotheliale Transmigration fördert [MULLER
et al. 1993]. Somit kann man nach NOCKHER et al. [2001] von einer monozytären Sequestrierung
der proinflammatorischen Monozyten ausgehen. V.a. die Monozytopenie von CD14++CD16+ Mo-
nozyten ist dadurch probates diagnostisches Mittel in der Überwachung des HD-Patienten. Unsere
Versuche an 20 HD-Patienten unmittelbar vor und nach Dialyse bestätigten die von NOCKHER
et al. [2001] beschriebene Monozytopenie bei vorhandener Signifikanz im Wilcoxon Test. Bei drei bis
sechs Patienten konnte jedoch eine Monozytose nach HD beobachtet werden. Diese beschreibt zum
ersten eindrucksvoll die Diversität biologischer Systeme, zum Zweiten ist die Prozedur der HD ein
Stressor, der durchaus eine Adaptationsreaktion nach Selye auslösen kann, die unter anderem durch
eine polymorphkernige Leukozytose charakterisiert ist. Dieser Mechanismus kann zum Dritten so-
mit in direkter Konkurenz zur PECAM-1 induzierten Monozytopenie wirken. Zumal wir viertens
beachten müssen, dass wir Änderungen während der HD keinerlei Beachtung schenkten und diese
Patienten wahrscheinlich einer vorläufigen Monozytopenie unterlagen. Zum fünften können Mono-
zyten auch reaktiv aus Kompartimenten wie Knochenmark, Leber und Milz ausgeschüttet werden
5im chemischen Kontext: ein System, das Materie und Energie austauschen kann
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und den intravaskulären Pool erreichen. In diesem Zusammenhang ist zudem klar zwischen der
Zugehörigkeit zu den Subpopulationen, (d.h. dem Anteil an den Subpopulationen) und der quanti-
tativen durchschnittlichen Rezeptorexpression auf den Subpopulationen zu abstrahieren. Trotz der
allgemeinen Monozytopenie änderte sich die CD14 Membranexpression pro Zelle nicht signifikant
nach HD.
Die Mehrexpression von CD16, einem niedrig affinen IgG FcγR, ist entscheidend für die Immun-
regulation. Dadurch erhalten periphere Blutmonozyten die Charakteristika von Gewebsmakropha-
gen. Eine erhöhte Expression CD14++CD16+ peripherer Blutmonozyten beschreiben JEDLICKA
et al. [1998] bei CAPD-Patienten gegenüber HD-Patienten. Wir hingegen sahen einen gegenteiligen
Effekt. Der bakterielle Transfer aus dem Darm und der Einfluss von Glykotoxinen bei CAPD-
Patienten überwiegt den Effekten der HD wie Komplementaktivierung, oxidativem Stress und
Membranzellinteraktionen nicht. Diese Ergebnisse konnten wir wiederum über das Zellkulturmo-
dell bestätigen. Nach LPS-Stimulation wurden FcγRIII mehrexprimiert (Abbildung 16). D.h., dass
die Anzahl der proinflammatorischen Monozyten (CD14++CD16+, CD14dimCD16+) stieg. (Da-
bei fällt auf, dass im 48-Stundenvergleich zwischen unstimulierten und LPS-stimulierten Zellen die
CD14dimCD16+ Monozyten auf Kosten der CD14++CD16+ Monozyten stiegen.) Zu ähnlichem
Schluss kam die Gruppe um BRAUNER et al. [1998], die v.a. eine Expressionssteigerung der mo-
nozytären CD14- bzw. CD16-Expression nach Transmigration in die Peritonealhöhle sah. Langzeit-
CAPD-Patienten supprimierten hingegen ihre CD14- bzw. FcγRI-, FcγRII-, FcγRIII-Expression
[CARCAMO et al. 1996; HART et al. 1992]. Dies interpretierten BETJES et al. [1993] als Adapta-
tion auf den chronischen Stimulus der Dialyseflüssigkeit. CAPD-Patienten (ohne Peritonitis) entwi-
ckeln eine immunologische Gleichgewichtssituation in der Peritonealhöhle. Der monozytäre Endoto-
xinrezeptor wurde bei CNI-Patienten (CAPD, HD, Urämiker ohne Nierenersatztherapie) überexpri-
miert, was einer chronischen Endotoxinexposition nachfolgte. Nach SCHERBERICH u. NOCKHER
[1997] minderexprimieren Dialysepatienten CD14 im Vergleich zu Gesunden und nicht dialysepflich-
tigen Urämikern, da membranäre Endotoxinrezeptoren (mCD14) als lösliche Endotoxinrezeptoren
(sCD14) ins Serum abgegeben werden. Die Wirkungen von TGFβ reichen von Zellzyklusregulation
(Zellzyklusblockade zwischen Gap1 (G1)- und Synthese (S)-Phase) bis zur Proliferationshemmung
von T-Lymphozyten, die mit einer Immunsuppression einhergehen. Die Konzentration von TGFβ
im Überstand war zwischen unstimulierten und LPS-inkubierten Monozyten nicht signifikant ver-
schieden aber gleichermaßen hoch. Wie ist das möglich? Produziert der Blutmonozyt konstitutiv
TGFβ oder ist bereits der native per se unstimulierte Monozyt über die Oberfläche der Kultur-
gefäße aktiviert worden? Oder, allerdings eher unwahrscheinlich, obliegt die TGFβ Synthese den
Thrombozyten, die die Phase der Monozyten während der Dichtegradientenzentrifugation gering-
gradig kontaminierten? Beruft man sich auf BOETTINGER u. BLITZER [2002], die den TGFβ
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in den Fokus der Pathogenese, die zum progressiven Verlust von Nephronen führt, stellen, so sind
diese TGFβ Konzentrationen ein weiteres Indiz für die fulminante Beteiligung von peripheren mo-
nonukleären Zellen in der Entstehung renaler Erkrankungen (Abbildung 24).
 
 TGFβ 
Apoptose 
epithelialer 
Zellen 
Umwandlung  
epithelialer in 
mesenchymale 
Zellen 
Aktivierung 
von 
Fibroblasten 
Tubuläre 
Degeneration 
Tubuläre 
Atrophie 
Endotheliales 
Überleben ↓ 
Verlust 
peritubulärer 
Kapillaren 
Tubulointerstitiale 
Fibrose 
Apoptose von 
Podozyten 
Apoptose 
endothelialer 
Zellen 
Aktivierung 
mesangialer 
Zellen 
Mesangiale 
Matrix ↑ 
Interstitielle 
Matrix ↑ 
Podozyten - 
Depletion 
Endotheliales 
Überleben ↓ 
Glomerulosklerose 
Verlust glomerulärer 
Kapillaren 
Verlust von Nephronen 
Abbildung 24: Pathomechanismen von TGFβ, die zum progressiven Verlust von Nephronen führen
(modifiziert nach Böttinger u. Bitzer [2002])
Die Aufgabe des Immunsystems ist es zwischen Selbst und Nicht-Selbst zu unterscheiden.
MATZINGER [2002] prägte die These, dass das Immunsystem vielmehr zwischen Gefahr und
Nicht-Gefahr unterscheiden muss, unabhängig ob körpereigen oder nicht. Werkzeug dieses Sze-
narios sind die TLR. Wie exakt man dabei zwischen Rezeptorspezifität und Spezieszugehörigkeit
unterscheiden muss, konnte die Gruppe um ZHANG [2004] zeigen, die dem TLR11 eine Musterer-
kennungsspezifität für uropathogene Bakterien bei Mäusen zuordnen konnte. TLR11 wurde bisher
auf Makrophagen, in Leber, Niere und dem Blasenepithel nachgewiesen. Die Genomsequenzen von
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TLR11 werden auch beim Menschen gefunden, jedoch unterbrochen von Stop-Codons, was nahe
legt, dass TLR11 beim Menschen nicht exprimiert wird. Ein weiteres Beispiel für die Diversität der
Spezies sind die Knochenfische [BAOPRASERTKUL et al. 2007]. Lachs und Fugu exprimieren eine
lösliche Form des TLR5. Vögel, Amphibien und Fische exprimieren im Allgemeinen TLR21 und der
Wels TLR20. Aus diesem aktuellen Anlass ist es umso bedeutender, Betrachtungen auf das Human-
system auszuweiten. Derzeit sind bei Säugern elf TLR bekannt, wobei TLR7 bis TLR9 nicht renal
exprimiert werden [ANDERS u. SCHLÖNDORF 2007]. Die biologische Funktion von TLR als Re-
zeptoren von Infektion und (entzündlichen) Gewebsschäden, macht diese zum Ziel in der Medikation
immunassoziierter Erkrankungen wie Entzündung, Infektion, Autoimmunerkrankungen, Allergien
und Krebs. Die Entzündung wird durch Zytokine repräsentiert. Vielmehr interagieren Zytokine wie
IL1β direkt über einen Rezeptor der IL-1R/TLR Superfamilie. 
 TLR2i 
 TLR4i 
 Akut reguliert Chronisch adaptiert 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+  - + 
Abbildung 25: Regulation der intrazellulären TLR2 und TLR4 Rezeptorexpression un-
ter CAPD und HD: Im Akutfall Mehrexpression, bei chronischer Überstimulation Minderexpres-
sion der Rezeptoren.
Zellintern reguliert die Signaltransduktionskaskade in Abbildung 1 TLR Effekte. Nach NISHIYA
u. DEFRANCO [2004] werden nicht nur der extrazellulären Region der TLR sondern auch der
Transmembran- und zytoplasmatischen Region unterschiedliche Effekte und damit Funktionen zu-
geordnet. TLR sind subzellulär lokalisiert und haben subzelluläre Signaltransduktionseigenschaften.
NISHIYA u. DEFRANCO [2004] entwickelten TLR-Chimäre, Kompositionen aus der extrazellu-
lären Domäne von TLR4 und der transmembranären bzw. zytoplasmatischen Domäne diverser
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anderer TLR, die in Makrophagen ausschließlich intrazellulär lokalisiert waren. CHEN et al. [2002]
zeigten für den murinen endothelialen TLR2 eine membranäre und intrazelluläre, für humane ei-
ne ausschließlich intrazelluläre Verteilung. Dies beweist die lokale Diversität dieser Rezeptoren
und unterstreicht die Notwendigkeit für uns, die extra- und intrazelluläre Expression von TLR2
und TLR4 zu quantifizieren. Vielmehr ist die intrazelluläre Kompartmentalisierung der TLR, ein
Weg zwischen Gefahr und Nicht-Gefahr zu unterscheiden. APZ verhindern durch diesen ge-
koppelten extra- und intrazellulären Mechanismus unter Umständen eine Präsentation des Gefah-
renstoffes, wenn dies zum Schaden des Organismus wäre. Man spricht in diesem Zusammenhang
von einer Hemmung des Phagosomentransportes [BLANDER u. MEDZHITOV 2004]. Studien von
WEIGHARDT et al. [2002] und SUZUKI et al. [2002] konnten zeigen, dass Mäuse mit Defekten
in der Postrezeptor-Signaltransduktionskaskade, z.B. durch einen MyD88- oder IRAK4-Mangel,
mikrobiell- bzw. Endotoxin-vermittelten Septitiden gegenüber resistent waren. Eine Reduzierung
der Rezeptorexpression kann folglich gleiche Effekte haben wie dies Postrezeptormodifikationen
haben.
Wiederum machten wir uns das Akutmodell des dialysepflichtigen Patienten zur Interpretation
der klinischen Daten zunutze. Die intrazelluläre TLR2- und TLR4-Expression war bei HD- und
CAPD-Patienten gegenüber Gesunden erniedrigt. Hingegen war diese im Zellkulturmodell bei En-
dotoxin-stimulierten Zellen gegenüber unstimulierten Zellen signifikant erhöht. Dies ist umso be-
merkenswerter, verweist man auf VISINTIN et al. [2001], die einen Abfall von TLR2 und TLR4 in
der Reifungsphase der Monozyten beobachteten. Das lässt folgenden Schluss zu (Abbildung 25). Im
Akutfall versucht die APZ die Noxe zu beseitigen, folglich kommt es zu einer Rezeptoraktivierung
und damit verbunden einer Aktivierung der angeborenen Immunität. In der Folge werden, wie oben
beschrieben, sowohl proinflammatorische als auch antiinflammatorische Zytokine verstärkt expri-
miert. Bei weiterem periodischen Eindringen von Rezeptoragonisten, d.h. bei Chronizität, bleibt
die Allgemeinreaktion aus. Mehr noch, Rezeptoren werden minderexprimiert - eine Möglichkeit des
Organismus der Gefahr der Hyperinflammation zu entgehen oder einfach eine Folge der zellulären
Erschöpfung. Ich möchte besonders darauf verweisen, dass im Zellkulturmodell die extrazelluläre
TLR4 Expression keine signifikante Änderung zeigte. Die extrazelluläre TLR2 Expression hingegen
fiel - und dies völlig konträr zu den intrazellulären Beobachtungen. Es fällt einigermaßen schwer
dies in Kontext zu setzen. Denkbar wäre zum ersten eine verminderte Prozessierung bei reduzier-
tem Transport des fertigen extrazellulären TLR2 Proteins zur Zelloberfläche, da die intrazelluläre
Maschinerie des Monozyten Bindungsaufgaben übernimmt. Zum zweiten kann eine extrazelluläre
Frühtoleranz supprimierend wirken. Die exponierte Stellung extrazellulärer Membranproteine im
Zellkulturmedium gegenüber Endotoxin erzwingt zwangsläufig unterschiedliche Proteinkinetiken
zwischen Zellinnerem und -äußerem. Diese TLR4 Suppression macht TLR4 zum neuen Indikator
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des Immundefektes des Dialysepatienten. Bei erniedrigter intrazellulärer Expression von TLR2 und
TLR4 des HD-Patienten im Vergleich zum Gesunden, sind diese Rezeptoren unmittelbar nach HD
(im Vergleich vorher - nachher) überexprimiert (zusätzlich auch TLR2 extrazellulär, TLR4 extrazel-
lulär, beide nicht signifikant). Daher schließen wir, dass der HD-Patient immunsupprimiert jedoch
nicht immunparalysiert ist. Unsere Theorie wird durch die Gruppe um TSUJIMOTO et al. [2006]
bestätigt, die vergleichend Monozyten von Gesunden und septischen Patienten kultivierten und
lediglich eine TLR4-Mehrexpression nach Endotoxin Inkubation in vitro bei der gesunden Kontroll-
gruppe nachweisen konnte. Allerdings unterschieden sie nicht zwischen intra- und extrazellulärer
Expression. Nach BOSISIO et al. [2002] haben septische Patienten eine erhöhte Basis-TLR4-Expres-
sion. Monozyten dieser Patienten waren jedoch für eine ex vivo LPS-Stimulation nicht sensibel. Die
Gruppe von NOMURA et al. [2000] sah hingegen eine reduzierte TLR4 (keine Unterscheidung zwi-
schen intrazellulärem und extrazellulärem TLR) Expression nach LPS-Inkubation, die zusätzlich
mit einer reduzierten IRAK1- bzw. NFκB-Aktivierung einherging. Das beweist eine proximale Hem-
mung der TLR4-MyD88-Signaltransduktionskaskade. LPS hemmt zusätzlich die PKC [WEST et al.
1997] und akkumuliert p50/p50 Homodimere von NFκB, die unfähig sind, eine Transkription der
Target-Gene einzuleiten [ZIEGLER-HEITBROCK et al. 1994c]. Der Dialysepatient ist multimor-
bide. AGEs sind gegenüber dem gesunden Vergleichskollektiv signifikant erhöht. Diese können sich
in Gefäßwänden ablagern und die Compliance dieser stören. Eine weitere Langzeitkomplikation
ist die Serumamyloidose (SA)A, die wohl auch Ergebnis des chronischen Infektes des Dialysepa-
tienten ist. Oft ist β2-Mikroglobulin in den Amyloidfibrillen abgelagert [FLOEGE et al. 1992]. Das
soll zusammenfassend heißen, dass nicht allein aufgrund der Endotoxinsituation des Patienten, das
TLR4-, noch viel weniger das TLR2- Expressionsmuster interpretiert werden dürfen. Stoffwechsel-
produkte wie AGEs, SAA, Homocystein und β2-Mikroglobulin sind potenzielle TLR-Modulatoren.
Natürlich ist TLR4 der klassische Endotoxinrezeptor, jedoch moduliert LPS auch TLR2 Expres-
sionsmuster [LIU et al. 2001]. Die neutrophile Elastase induziert die Expression von Kathepsin und
Metalloproteinasen in Makrophagen über Aktivierung von NFκB [GERAGHTY et al. 2007]. Es
liegt folglich nahe, dass TLR an dieser NFκB Aktivierung beteiligt sind. Es wurde bereits über
die gesteigerte Komplementaktivierung diskutiert. Dass Komplement Modulator von TLR4 ist,
konnten ZHANG et al. [2007] bereits für Zellen der Milz zeigen. Umso wahrscheinlicher ist, dass
Komplement bei der TLR-Modulaton peripherer mononukleärer Zellen des CNI-Patienten beteiligt
ist. Auch dem TGFβ wurde eine Modulatorfunktion für TLR2 und TLR4 (allerdings für Zellen
des weiblichen Genitaltraktes) zugeschrieben. Beachtet man die obigen Ausführungen zum TGFβ,
so könnte dies ein sehr interessanter Aspekt der TLR-Modulation peripherer mononukleärer Zellen
sein. Während die intrazelluläre TLR2- bzw. TLR4- Expression bei Dialysepatienten gegenüber
Gesunden signifikant fiel, änderte sich die extrazelluläre TLR2- bzw. TLR4-Expression nicht. Dies
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deckt sich mit den Beobachtungen nach HD (erhöhte extrazelluläre TLR2 und TLR4 bzw. intrazel-
luläre TLR4 Expression) insofern, als dass der Dialysepatient eine Restaktivität der angeborenen
Immunität zeigt und damit ein Notfallprogramm aktiviert. Dies wird umso klarer, als dass IMA-
NISHI et al. [2007] für TLR2 Rezeptoren eine Th1-Aktivierungsfunktion ausmachten, SANDOR u.
BUC [2005] eine Th2-Antwort auf LPS von Porphyromonas gingivalis. Es existiert dennoch keine
einheitliche Lehrmeinung. Ist eine Rezeptorsuppression gut oder schlecht? So führt eine Nukleo-
tidpolymorphismus in der TLR4 Genregion zu einer erhöhten Infektionsneigung, aber schützt vor
Atherosklerose. Selbiges im TLR2 prädisponiert für Infektions- und Entzündungserkrankungen im
Allgemeinen [SCHRÖDER u. SCHUMANN 2005].
Neben der monozytären TLR Expression ist natürlich v.a. die Interaktion zum Nierenparenchym
mit dessen funktionellen Zellen entscheidend für die Pathogenese von Erkrankungen des harnprodu-
zierenden und -ableitenden Systems. Unterschiedliche pathogene Muster werden durch diese Rezep-
toren in verschiedenen zellulären Kompartimenten von Abwehr- und Nicht-Abwehrzellen erkannt.
Dabei ist Leptospira das Modellbakterium. Die Outer membrane protein(s) (OMP(s)) aktivieren
über TLR die NFκB- und die TGFβ-Synthese [YANG et al. 1998b]. Tubuläre Inflammation und
Fibrosierung sind die Folge. Extrarenale bakterielle Infektionen setzen Zellwandkomponenten und
bakterielle HSP als Quelle mikrobieller antigener Peptide frei. Diese fördern die Freisetzung von
Zytokinen via TLR2 und TLR4 in Glomerulus- und Tubulusepithelzellen. Interessanterweise ist
der TLR2 in der Pathogenese und Progression der renalen ischämischen Reperfusionsproblematik
beteiligt [JEN-WU et al. 2006]. Es existieren daher endogene nicht-infektiöse TLR-Liganden. Dies
zeigt also, dass extrarenale Infektionen genauso wie nicht infektiöse, wahrscheinlich immunkomplex-
vermittelte Erkrankungen, den Nierenschaden über unter anderem TLR initiieren und unterhalten.
Man kann also resümieren, dass TLR vielversprechende Targets in der Therapie chronischer Ne-
phropathien sind. Jedes der Moleküle in der Signaltransduktionskette kann der Schlüssel sein. Z.B.
könnte man die TLR oder IL-1R durch Antikörper blocken. KineretTM ist als IL-1R Rezeptorant-
agonist bereits bekannt. Antagonisten müssen mit hoher Affinität und geringer Spezifität binden.
5.2 Chronische Niereninsuffizienz und Monozytenphänotyp unter
Vitamin-D Substitution
Vitamin D-Analoga beeinflussen nicht nur die Calcium-Phosphat-Homöostase sondern wirken auch
immunmodulatorisch. So wird die Aktivierung und Proliferation von T-Zellen und APZ wie Mo-
nozyten und Makrophagen durch Vitamin D-Derivate moduliert. Die Erkenntnis über immunmo-
dulatorische Wirkungen gelangte in den Fokus durch die ektopische Produktion von 1,25(OH)2D3
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durch aktivierte Makrophagen, durch den Nachweis von hochaffinen 1,25(OH)2D3-Rezeptoren in
Leukozyten und durch differenzierende Effekte von 1,25(OH)2D3 auf Monozyten und T-Zellen.
Der Feedback-Mechanismus (Kapitel 2.5) zwischen 1,25(OH)2D3 und der 1α-Hydroxylase bzw. 24-
Hydroxylase existiert als solcher in Monozyten bzw. Makrophagen nicht. Exogen substituiertes
1,25(OH)2D3 hemmt weder die 1α-Hydroxylase noch aktiviert es die 24-Hydroxylase. Tatsächlich
konnten Studien an Sarkoidose-Patienten zeigen, dass trotz Hypercalcämie der durchschnittliche
Serumspiegel von 1,25(OH)2D3 über dem Referenzbereich lag [ADAMS u. GACAD 1985]. IFNγ in-
duziert die 1,25(OH)2D3-Synthese. Dies beweist, dass die extrarenale 1,25(OH)2D3-Synthese (auch
nach Infektionsepisoden) Teil der normalen Immunantwort ist. Außerdem zeigten Makrophagen
eine erhöhte antimikrobielle Aktivität, erhöhte Chemotaxis [GIRASOLE et al. 1990] und erhöhte
Phagozytose [ROOK et al. 1987] nach 1,25(OH)2D3-Behandlung. Durch Regulation der HLA-DR
Expression erfolgt mittelbar eine Regulation der erworbenen Immunantwort. 1,25(OH)2D3 reguliert
dadurch die Expansion des T-Zellpools und dessen Proliferation. Hierüber (d.h. über die monozy-
täre HLA-DR Expression) kontrolliert 1,25(OH)2D3 die antikörperabhängige- und antikörperun-
abhängige Makrophagenaktivität. Außerdem beschleunigt 1,25(OH)2D3 die Entdifferenzierung von
Monozyten. Somit hemmt 1,25(OH)2D3 die Proliferation der Präkursorzellen und beschleunigt die
Reifung [ABE et al. 1981]. Die Effekte von 1,25(OH)2D3 werden v.a. über den VDR vermittelt. In
Humanen Leukämie (HL)-60 Zellen hemmte 1,25(OH)2D3 den Übertritt von der G1- zur S-Phase.
Ein VDR-mangel bei Monozyten führte zur ultimativen Apoptose. Die effektive Regulation des
VDR hält folglich das Equilibrium zwischen Zelltod und Apoptose aufrecht. Der natürliche Vita-
min D-Metabolit 24,25(OH)2D3 zeigte ein ähnliches antiproliferatives Potenzial wie 1,25(OH)2D3
allerdings aufgrund der niedrigeren Bindungskapazität bei deutlich höherer Konzentration.
Vitamin D-Mangel ist eine häufige Komplikation bei CNI-Patienten. Patienten, die mit 1,25-
(OH)2D3 behandelt wurden, zeigten einen signifikant erhöhten Überlebensvorteil gegenüber einer
unbehandelten Patientengruppe [WOLF et al. 2007; TENG et al. 2005]. Paricalcitol ist dem klas-
sisch aktiven Vitamin D mit Blick auf die durchschnittliche Überlebensrate des Patienten überle-
gen. Außerdem hat es geringere Wirkungen (d.h. weniger unerwünschte Nebenwirkungen) auf die
Calcium-Phosphat-Homöostase [SPRAGUE et al. 2001, WU-WONG u. MELNICK 2007]. Die Wir-
kung auf den Calcium-Phosphat-Haushalt war lange Zeit ausschließliche Interpretationsgrundlage
zum Überlebensvorteil von CNI-Patienten unter Vitamin-D Substitution. Heute weiß und spekuliert
man um die Vielfalt des Wirkungsspektrums von Vitamin D und dessen Analoga.
In diesem Zusammenhang untersuchte die Gruppe um REPO et al. [2007] die Rate der peri-
vaskulären Fibrosierung bei Ratten mit terminaler Niereninsuffizienz und niedrigem Calcitriolse-
rumspiegel. Ausschlaggebend dafür war das Wissen um die Wirkungen einer Urämie auf das kar-
diovaskuläre System, der sekundären Hypertension aufgrund Hypervolämie mit linksventrikulärer
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Hypertrophie, den strukturellen Veränderungen des Kardiomyozyten aufgrund der Volumenüber-
ladung, Anämie und Aktivierung des lokalen RAAS und erhöhten Sympathikotonus [WU-WONG
et al. 2006]. 1,25(OH)2D3 wirkt am glatten Muskel antiproliferativ [MITSUHASHI et al. 1991].
Man musste also von einer negativen Fibrosierungsrate unter Paricalcitolsupplementation ausge-
hen. Das Gegenteil war der Fall. Die perivaskuläre Fibrosierung stieg signifikant. REPO et al.
[2007] spekulierten, dass Paricalcitol 1,25(OH)2D3 supprimiert (ohne die VDR Expression zu be-
einflussen) und daher fördernd auf die Fibrosierung wirkt. Im Kontext unserer Ergebnisse über die
Konzentration von TGFβ im Zellkulturüberstand, der im 72-Stundenversuch sogar den Wert von
LPS überstieg, konnte folglich das Phänomen via Zytokinmuster erklärt werden. Dies würde im ent-
ferntesten bedeuten, dass der Überlebensvorteil unter Paricalcitol weiteren noch nicht bekannten
Mechanismen unterliegt oder positive Effekte die negativen maskieren. Da auch unsere Versuche
antiinflammatorische Wirkungen im Zyokinmuster für Paricalcitol bestätigen konnten, müssen wir
ganz klar zwischen Effekten auf Fibrosierung und Entzündung unterscheiden. Paricalcitol (mit LPS
inkubiert) senkte die proinflammatorische LPS-induzierte Zytokinexpression (IL1, IL6, TNFα). Pa-
ricalcitol war also in geringen Mengen imstande eine durch eine relativ hohe Endotoxinkonzentra-
tion induzierte proinflammatorische Zytokinantwort signifikant zu supprimieren. Wie bereits unter
Kapitel 5.1 erwähnt, erzeugt der Monozyt nach proinflammatorischer Aktivierung seine eigene
Gegenregulation (durch IL10). Auffallend hierbei ist, dass Paricalcitol (mit LPS inkubiert) auch
dieses Zytokin nach 48 Stunden (vergleichend zu LPS) supprimiert, also einer positiven antiin-
flammatorischen Immunantwort entgegenwirkt - allerdings in deutlich geringerem Umfang als bei
den proinflammatorischen Zytokinen. Nach 72 Stunden ist die IL10 Expression unter Paricalcitol
und LPS höher als unter LPS allein. Die antiinflammatorischen Effekte von Paricalcitol setzen
also zeitverzögert zum LPS ein. Wie eng Entzündung und Mineralstoffhaushalt zusammenspie-
len, zeigt NASRI [2006] anhand der positiv logarithmischen Korrelation zwischen Serum-CRP und
Calcium-Phosphat-Produkt. Vitamin D muss somit der Schalter in dieser Abhängigkeit sein. Zu
einem ähnlichen Schluss kam die Gruppe um SLOUGH et al. [2006], die eine Assoziation zwischen
Calciphylaxie und Entzündung bei zwei HD-Patienten herstellte. Unsere in-vivo-Ergebnisse zeigten
einen signifikanten Anstieg vom Serumcalcium nach Paricalcitol, der sich allerdings bei allen Pa-
tienten im oberen Referenzbereich bewegte. Der Serumphosphor entwickelte sich nicht signifikant
nach Paricalcitolinjektion im Referenzbereich. Paricalcitol beeinflusste das Serum-CRP nicht signi-
fikant. Man kann nach den Beobachtungen von TUTAL et al. [2006], NASRI [2006] und SLOUGH
et al. [2006] also resümieren, dass der fehlende Calcitropismus von Paricalcitol bereits Indikator des
antiinflammatorischen Potenzials von Paricalcitol ist. Neben diesen Parametern des Mineralstoff-
wechsels und der Akut-Phase-Reaktion versuchten wir das Proteinexpressionsprofil des Monozyten
in Korrelation zum Patienten mit sekundärem, d.h. renal bedingtem Hyperparathyreoidismus, zu
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setzen. Während wir bei den Wirkungen auf Calcium, Phosphor, CRP und PTH von sowohl geno-
mischen als auch nicht genomischen Effekten von Paricalcitol ausgehen, sind wir der Meinung, dass
die Änderungen im Proteinexpressionsprofil v.a. nicht genomischer Natur sind (Kapitel 2.5), da Än-
derungen der Transkriptionsmaschinerie einer Zelle i.d.R. ein Zeitfenster von drei Tagen benötigen
und wir bereits nach 24-stündiger Inkubation in Monozytenprimärkultur signifikante Änderungen
des Proteinmusters sahen. Dabei unterschieden wir erneut zwischen in-vivo- und in-vitro-Daten.
Während die CD14 Expression in vivo drei Wochen nach Paricalcitol Injektion keinen signifikanten
Unterschied zeigte, stieg diese hoch signifikant in Zellkultur. Dies scheint also der Mechanismus
zu sein, mit dem Paricalcitol dem Immundefekt des HD-Patienten (mit sekundärem Hyperpara-
thyreoidismus) zu begegnen versucht. Die Patienten unserer Pilotstudie waren multimorbide und
unter längerer erfolgloser andersartiger Therapie des sekundärem Hyperparathyreoidismus mit
dem Ziel der Senkung des Serum-PTH-Spiegels. Möglicherweise erklärt dies die Areaktibilität in
der CD14 Expression. Um den Immunstatus adäquat zu beschreiben, untersuchten wir (allerdings
lediglich in vivo) die Expression der T-Zell-Korezeptoren CD80 und CD86. CD80 zeigte eine si-
gnifikante, CD86 eine nicht signifikante Supprimierung nach Paricalcitol. Die Wirkung auf diese
Rezeptorexpression von APZ ist ein Mechanismus der Immunmodulation, im engeren Sinne der
Immunsuppression, durch Paricalcitol. Der Übertritt von T-Zellen aus der frühen G1- in die späte
G1-Phase wurde gehemmt, hingegen der Übertritt aus der G0- in die G1-Phase bzw. aus der G1- in
die S-Phase nicht beeinflusst wurde [RIGBY et al. 1985]. Somit stellt die direkte Wirkung auf T-
Zellen einen Teil der Vitamin D-abhängigen Immunmodulation. Eine exzessive Hormonproduktion
lenkt die T-Zellantwort v.a. in Richtung Th2-Antwort. Paricalcitol wirkt der Mikroinflammation
des CNI-Patienten also auf beiden Pfaden, dem der angeborenen und erworbenen Immunität, ent-
gegen. Das Expressionsniveau von MHC Molekülen, explizit das von HLA-DR, ist ein Indikator der
Immunantwort. HLA-DR fiel sowohl in Zellkultur als auch als Therapiefolge des sekundären Hyper-
parathyreoidismus unter Paricalcitol. Ich möchte besondere Aufmerksamkeit dahingehend wecken,
dass alle Proteinexpressionsmuster bereits kulturabhängig differieren und wir zu jeder Zeit besonde-
res Augenmerk darauf richteten. So z.B. gibt es eine culture-enhanced Expressionssteigerung von
HLA-DR [TOKUDA et al. 1992], die auch wir beobachten konnten. Sicherlich ist der Nutzen die-
ser vielfältigen Proteinexpressionssupprimierung streitbar, v.a. nach ausführlicher Diskussion des
Immundefektes des CNI-Patienten in Kapitel 5.1. Jedoch wird die Phagozytose und die Fähigkeit
der Pathogenpräsentation durch 1,25(OH)2D3 gesteigert. Es besteht somit die Möglichkeit, dass
die Effizienz und der Wirkungsgrad des Monozyten durch Minderexpression verschiedener Proteine
nicht fällt. Und umso mehr ist es notwendig den Zustand des Einzelnen in den Fokus zu rücken.
Der HLA-DR Effekt darf keinesfalls für andere APZ pauschaliert werden, da es durchaus experi-
mentell schon gelungen ist unter 1,25(OH)2D3 die Expression (beispielsweise für WEHI-3 Zellen =
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myelomonozytäre Leukämiezellen) zu steigern [MOREL et al. 1986]. Paricalcitol provozierte zudem
eine Supprimierung der extrazellulären TLR2 und TLR4 Expression in vitro, während es in vivo
auf den extrazellulären TLR2 und intrazellulären TLR4 expressionsmindernd wirkte. Paricalcitol
wirkt damit v.a. auf die extrazelluläre TLR Expression und damit (wie unter Kapitel 5.1) kon-
trär zu LPS (wirkt v.a. auf die intrazelluläre TLR Expression). Inwiefern dies entscheidend für die
Effektivität der Immunmodulation ist, gilt es im Weiteren zu untersuchen. Die HLA-DR Expres-
sionsreduktion und CD14 Expressionssteigerung haben Paricalcitol- und LPS-inkubierte Monozy-
ten gemein. Dabei überwiegt der Paricalcitol- den LPS-Effekt mit Blick auf die CD14 Expression.
Beim HLA-DR ist das Gegenteil der Fall. Paricalcitol agiert hinsichtlich der HLA-DR und CD14
Expression also ambivalent. Zum einen begegnet Paricalcitol dem Immundefekt des Monozyten,
zum anderen supprimiert es das Immunsystem. Die extrazelluläre TLR2 bzw. TLR4 Expression
wird stärker durch Paricalcitol als durch LPS supprimiert. Paricalcitol verstärkt in Kombination
mit LPS die LPS-Effekte (HLA-DR, CD14) bzw. schwächt diese ab (TLR2 (extrazellulär), TLR4
(extrazellulär)). Paricalcitol hat neben direkten Wirkungen auf die Proteinexpression auch Effekte
auf die Verteilung der Monozytensubpopulationen. In vivo wurde der proinflammatorische Sub-
typ (CD14++CD16+, CD16+) zugunsten einer Mehrexpression von CD14++CD16- und CD14+
supprimiert. Das spricht für eine Umverteilung der Monozyten bei fehlender Monozytopenie. Die
in-vitro-Versuche bestätigten diese Umverteilung. Paricalcitol wirkt also auch hinsichtlich der Ver-
teilung der Subpopulationen antiinflammatorisch und daher der Mikroinflammation entgegen. Pa-
ricalcitol mit Endotoxin kultiviert erhöht zwar auch die Population CD14++CD16- Monozyten
und erniedrigt die CD14++CD16+ Monozyten, ist aber in Kombination zudem partiell proinflam-
matorisch und erhöht die CD14dimCD16+ Monozyten. Wie bereits unter Kapitel 5.1 beschrieben,
erhöht LPS den proinflammatorischen Subtyp (CD14++CD16+, CD14dimCD16+). Vergleichend
betrachtet überwiegt die Proinflammation von LPS der von LPS kombiniert mit Paricalcitol. Pa-
ricalcitol ist also parallel zu der Beeinflussung der Zytokinexpression auch in der Lage antiinflam-
matorisch hinsichtlich des Monozytenphänotyps zu wirken. Betrachten wir nun basierend auf der
Zugehörigkeit zu den Subpopulationen CD14++CD16-, CD14++CD16+, CD14dimCD16+ die Zu-
gehörigkeit zu CD14+ bzw. CD16+ Monozyten im Gesamten (siehe Kapitel 4.2.2), dann erkennen
wir für CD16+ Monozyten eine Minderexpression nach Paricalcitol allein, nach Paricalcitol zu-
sammen mit LPS und auch für LPS allein. Dass auch bei LPS die CD16+ Monozyten fielen, kam
unerwartet. Jedoch wie aus Abbildung 16 eindrucksvoll zu erkennen ist, reduziert LPS lediglich
die mittlere CD16 Expression, nicht jedoch die in den Spitzen, so provoziert alleinig LPS eindeutig
eine Mehrexpression des CD14dimCD16+ Subtyps und senkt Paricalcitol inkubiert mit LPS die
CD16+ Zugehörigkeit und bestätigt damit das antiinflammatorische Potenzial von Paricalcitol.
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CD14+ Monozyten stiegen v.a. unter Paricalcitol-Inkubation, was dafür spricht, dass unter The-
rapie mit Vitamin D-Analoga Monozyten v.a. in das Gate der CD14++CD16- Monozyten rut-
schen. Tendenziell steigt die CD14+ Expression sowohl unter LPS, als auch unter kombinierter
Paricalcitol und LPS Inkubation. Man darf daraus nicht schließen, dass es zu einer absoluten
Erhöhung der Monozytenzahl kam, da zu jeder Zeit die gleiche Anzahl (10000 oder 30000) von
aufgereinigten Monozyten durchflusszytometrisch bestimmt wurde und letztendlich deren Zugehö-
rigkeit zu den klassischen Subpopulationen CD14++CD16-, CD14++CD16+, CD14dimCD16+
entschied.
Wir betrachteten in vitro inkubierte Monozyten (mit Paricalcitol, mit Paricalcitol + LPS, mit
LPS) ultrastrukturell. Intrazytoplasmatische Granula waren (Abbildung 18) nach Paricalcitol deut-
lich auszumachen. Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelt sich hierbei um vergrößerte Lysosomen
oder Lipidakkumulationen. Da wir eine Membran ausmachen können, sind es mit höherer Wahr-
scheinlichkeit Lysosomen. Sie enthalten die Enzyme für das Recycling von Makromolekülen. Ly-
sosomen sind membranbegrenzte, sehr heterogene Strukturen. Neben ihrer Aufgabe beim Meta-
bolismus zelleigener Makromoleküle, erlangen Lysosomen ihre Substrate durch die Aufnahme von
Fremdstoffen, die durch Endozytose, d.h. Phagozytose oder Pinozytose, in die Zelle gelangt sind.
Eine erhöhte lysosomale Aktivität würde die Betrachtungen von GIRASOLE et al. [1990] und
ROOK et al. [1987] bestätigen, die (allerdings für 1,25(OH)2D3, nicht für Paricalcitol) eine erhöhte
antimikrobielle und phagolysosomale Aktivität nachwiesen. Somit ist der Monozyt unter Vitamin
D-Substitution ein fein abgestimmtes Kraftwerk zur Regulation der Immunantwort. Handelt es
sich im Falle der Granula im unwahrscheinlichen Fall doch um Lipidakkumulationen, respektive
Liposomen, so muss man diese als Ort der Assoziation zwischen VDR und Ligand während der
nicht genomischen Signaltransduktion sehen [KHARE et al. 1997].
Zusammenfassend bestätigen wir das antiinflammatorische Potenzial von Paricalcitol. Inwieweit
die verminderte HLA-DR, und extrazelluläre TLR2 bzw. TLR4 Expression Folge der Toleranzin-
duktion ist, gilt es im Weiteren zu erörtern und zu klären. Dennoch war Paricalcitol auf der anderen
Seite imstande, dem Immundefekt des Dialysepatienten zu begegnen.
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Patienten mit chronischem Nierenversagen leiden sowohl klinisch als auch subklinisch unter Ent-
zündungsepisoden. Um einen Frühindikator der Mikroinflammation zu finden, wurde die Expres-
sion funktioneller monozytärer Oberflächenantigene (HLA-DR, CD14, CD16, TLR2 (extra-, in-
trazellulär), TLR4 (extra-, intrazellulär), CD80, CD86), das Zytokinexpressionsprofil (IL1, IL6,
IL10, TNFα, TGFβ) und der ultrastruktrurelle Phänotyp des Monozyten in vivo bzw. in vi-
tro untersucht. Dabei wurde strikt zwischen der Membranproteinexpression auf antiinflammato-
rischen (CD14++CD16-), proinflammatorischen (CD14++CD16+, CD14dimCD16+) und CD14+
bzw. CD16+ Monozyten unterschieden und parallel die Serumspiegel von Parathormon (PTH)-,
C-reaktivem Protein (CRP)-, Calcium- und Phosphor untersucht. Inwieweit monozytäre Aktivie-
rungsmarker zum immunologischen Monitoring geeignet sind, sollte vergleichend zwischen Gesun-
den, Hämodialyse-(HD)- und Peritonealdialyse-(CAPD)-Patienten untersucht werden. Zusätzlich
wurde die Expression in einem in-vitro-Zellkulturmodell vergleichend betrachtet.
Der Serum-PTH-Spiegel fiel nach Injektion des Vitamin D-Derivates Paricalcitol, der Serumcal-
ciumspiegel stieg signifikant innerhalb des oberen Referenzbereiches bei Patienten mit sekundärem
Hyperparathyroidismus drei Wochen nach Beginn der Therapie. Die HLA-DR, extrazelluläre TLR2,
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intrazelluläre TLR4, CD80, CD86 Expression fiel nach Paricalcitolinjektion. Paricalcitol erhöhte die
Anzahl antiinflammatorischer und erniedrigte die Anzahl proinflammatorischer Monozyten.
Beim ultrastrukturellen Vergleich zeigte sich eine deutliche Häufung von elektronendichten Gra-
nula bei Paricalcitol-inkubierten Zellen im in-vitro-Versuch. Hierbei handelt es sich mit an Si-
cherheit grenzender Wahrscheinlichkeit um Lysosomen, was die These einer erhöhten phagolyso-
somalen monozytären Aktivität unter Paricalcitol-Inkubation stützt. Sowohl bei 48- als auch bei
72-stündiger Inkubation in Primärzellkultur wirkte Paricalcitol antiinflammatorisch, indem es Ak-
tivierungsmarker des Monozyten (HLA-DR, TLR2 (extrazellulär), TLR4 (extrazellulär)), die An-
zahl proinflammatorischer Monozyten und die Synthese proinflammatorischer Zytokine (IL1, IL6,
TNFα) supprimierte. Dialysepatienten unterliegen einem erhöhten Eintrag von Endotoxin (=LPS)
über die Dialysemembran, das in der Regel durch Bindung an den LPS-Rezeptor (=CD14) detoxi-
fiziert wird. Dieser wird nicht nur nach LPS Inkubation, sondern v.a. nach Paricalcitol Inkubation
vermehrt exprimiert. LPS erhöhte die Anzahl der proinflammatorischen Monozyten in Zellkultur
und reflektierte damit den steady state des HD-Patienten.
Aktivierungsmarker von Monozyten unterschieden sich zudem bei vergleichender Betrachtung
zwischen CAPD-, HD-Patienten und Gesunden und außerdem im Vergleich vor und nach HD. Die
intrazelluläre TLR2 und TLR4 Expression von CAPD-Patienten und HD-Patienten war gegenüber
Gesunden erniedrigt, während die CD14 Expression signifikant erhöht war. HD-Patienten zeigten
einen erhöhten Anteil proinflammatorischer Monozyten vergleichend zu Gesunden aber auch zu Pa-
tienten unter CAPD-Substitutionstherapie. Unmittelbar nach HD fielen die proinflammatorischen
Monozyten, während v.a. die Expression von extrazellulärem TLR2, intrazellulärem TLR2 und in-
trazellulärem TLR4 stieg. Somit unterliegt der HD-Patient einer stärkeren Mikroinflammation als
der CAPD-Patient.
CAPD-, HD- und auch Patienten mit sekundärem Hyperparathyroidismus zeigen Zeichen einer
Mikroinflammation. Dabei war CRP (derzeitiger Routineparameter) kein probates diagnostisches
Mittel der Entzündung bei CAPD- und HD-Patienten, des Weiteren nicht geeignet zwischen bei-
den Patientengruppen zu unterscheiden. Die Verteilung der monozytären Subpopulationen und
Expression monozytärer Aktivierungsmarker unterschied sich hinreichend zwischen CAPD- und
HD-Patienten. Paricalcitol moduliert funktionelle monozytäre Antigene und Zytokine in vivo und
in vitro und wirkt damit der Mikroinflammation und dem Immundefekt des CNI-Patienten entge-
gen. Der Monozyt wirkt ambivalent und initiiert seine eigene Gegenregulation zur Inflammation,
die beim Patienten unter Nierenersatztherapie Endotoxin-vermittelt ist. Vitamin D-Derivate wie
Paricalcitol wirken nicht nur auf die Calcium-Phosphat-Homöostase sondern auch immunmodulato-
risch, indem sie auf monozytäre Antigene, wie Rezeptoren der angeborenen Immunabwehr, Einfluss
nehmen.
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Patients with chronic renal failure suffer from inflammatory clinical reactions - evidently or
silently. In order to assign a reliable parameter to the state of micro-inflammation, the expres-
sion of various functional monocytic antigens (HLA-DR, CD14, TLR2 (extra- and intracellular),
TLR4 (extra- and intracellular), CD80, CD86) and the concentration of monokines (IL1, IL6, IL10,
TNFα, TGFβ) in the supernatant of primary cultured monocytes were examined. We also focused
on the ultrastructural phenotype of monocytes in vitro. We therefore strictly adhered the expressi-
on of antiinflammatory (CD14++CD16-), proinflammatory (CD14++CD16+, CD14dimCD16+),
CD14+ and CD16+ monocytes, respectively. Moreover, we were interested in the PTH-, CRP-
, Calcium- and phosphate concentration. It was eveluated to what extent monocytic activation
markers can contribute to immunological monitoring by comparing haemodialysis-(HD)- and peri-
toneal dialysis-(CAPD)- patients to healthy controls. Additionally, a cell culture model was used
according to clinical examinations.
Under Paricalcitol treatment, serum levels of PTH decreased significantly three weeks after Pa-
ricalcitol injection. Serum levels of calcium increased significantly within upper reference levels.
HLA-DR, extracellular TLR2, intracellular TLR4, CD80, CD86 expression decreased after injec-
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tion of Paricalcitol in vivo. Paricalcitol injection increased the amount of antiinflammatory and
minimized the amount of proinflammatory monocytes.
Ultrastructural analyses disclosed increased intracytoplasmatic granules after incubation with
Paricalcitol compared to unstimulated and LPS stimulated monocytes in vitro. In all propability
granules seem to be lysosomes. A fact which supports the thesis of an elevated phagolysosomal
monocyte activity after Paricalcitol challenge. Paricalcitol was antiinflammatory after both 48 and
72 hours of incubation in primary cell culture by minimizing monocyte activation markers (HLA-
DR, TLR2 (extracellulär), TLR4 (extracellulär)) and synthesis of proinflammatory cytokines (IL1,
IL6, TNFα). Patients under renal substitution therapy suffer from an increased endotoxin (=LPS)
uptake through membranes of the the dialysis` system, that is usually detoxified by the LPS-
receptor (=CD14). This one is expressed not only after LPS- but also after Paricalcitol challenge.
LPS increased the amount of proinflammatory monocytes in cell culture and reflects the steady
state of HD-patients.
Activation markers of monocytes can be distinguished between CAPD-, HD-patients and healthy
controls and also before and after HD. Intracellular TLR2 and TLR4 expressions of CAPD-patients
decreased compared to healthy controls, while the CD14 expression was significantly elevated. HD-
patients disclosed a comparable expression, their difference to healthy controls was even larger than
CAPD-patients` was. HD-patients showed higher amounts of proinflammatory monocytes compa-
red to both healthy controls and patients under CAPD substitution therapy. Proinflammatory
monocytes decreased after haemodialysis, while the expression of extracellular TLR2, intracellular
TLR2 and intracellular TLR4 was enhanced. Hence, the HD-patient suffers from a more severe
microinflammation than the CAPD-patient does.
CAPD-, HD- and patients suffering from secondary hyperparathyroidism showed signs of micro-
inflammation. CRP (as a routine parameter) was no effetive method to assess inflammation status of
CAPD- and HD-patients and not capable to distinguish both patients` groups. However, distribution
to monocytic subsets and expression of monocytic activation markers differed significantly between
CAPD- and HD-patients. Paricalcitol modulates functional monocytic antigens and cytokines in
vivo and in vitro and hence the status of micro-inflammation and immunodeficiency of CNI-patients.
Monocytes act ambivalently and initiate its own counterregulation to inflammation, which is
mediated by endotoxin within patients under renal substitution therapy. Resulting vitamin D-
derivatives such as Paricalcitol do not only have effects on calcium-phosphate-homeostasis, but
also modulate monocytic antigens, e.g. receptors of innate immunity.
99
8 Literaturverzeichnis
Abe, E., Miyaura, C., Sakagami, K. et al. Differentiation of mouse myeloid leukemia cells induced
by 1α,25-dihydroxyvitamin D3. Proc Natl Acad Sci. 1981;78:49904.
Adams, J. und Gacad, M. Characterization of 1-alpha-hydroxylation of vitamin D3 sterols by
cultured alveolar macrophages from patients with sarcoidosis. J Exp Med. 1985;161:75565.
Agodoa, L. und Eggers, P. Renal replacement therapy in the United states: Data from the United
States Renal Data System. Am J Kidney Dis. 1995;25:11933.
Akashi, S., Saitoh, S., Wakabayashi, Y. et al. Lipopolysaccharide interaction with cell surface
Toll-like receptor 4-MD-2: higher affinity than that with MD-2 or CD14. J Exp Med. 2003;
198(7):103542.
Al-Mufti, R., Hambley, H., Farzaneh, F. et al. Assessment of efficiacy of cell separation techniques
used in the enrichment of foetal erythroblasts from maternal blood: triple density gradient vs.
single density gradient. Clin Lab Haematol. 2004;26(2):1238.
Allan, G., Leng, X., Tsai, S. et al. Hormone and antihormone induce distinct conformational
changes which are central to steroid receptor activation. J Biol Chem. 1992;267:1951320.
Amar, S., Oyaisu, K., Li, L. et al. Moesin: a potential LPS receptor on human monocytes. J
Endotoxin Res. 2001;7(4):2816.
Amigorena, S. und Bonnerot, C. Fc receptor signaling and trafficking: a connection for antigen
processing. Immunol Rev. 1999;172:27984.
Ancuta, P., Weiss, L. und Haeffner-Cavaillon, N. CD14+CD16++ cells derived in vitro from
peripheral blood monocytes exhibit phenotypic and functional dendritic cell-like characteristics.
Eur J Immunol. 2000;30:187283.
Anders, H. und Schlöndorf, D. Toll-like receptors: emerging concepts in kidney disease. Curr Opin
Nephrol Hyperten. 2007;16(3):17783.
100
8 Literaturverzeichnis
Anderson, K., Bokla, L. und Nusslein-Volhard, C. Establishment of dorsal-ventral polarity in the
drosophila embryo; the induction of polarity by the Toll gene product. Cell. 1985;42(3):7918.
Andreakos, E., Sacre, S., Smith, C. et al. Distinct pathways of LPS-induced NF-κB activation and
cytokine production in human myeloid and nonmyeloid cells defined by selective utilization of
MyD88 und Mal/TIRAP. Blood. 2004;103(6):222937.
Antal-Szalmas, P., Poppelier, M., Broekhuizen, R. et al. Diverging pathways for lipopolysaccharide
and CD14 in human monocytes. Cytometry. 2000;41(4):27988.
Antonen, J., Saha, H., Lagerstedt, A. et al. Intravenous calcitriol therapy restores reduced antigen-
induced T-lymphocyte response in 1,25-(OH)2D3-deficient hemodialysis patients. Nephron. 1996;
74:6806.
Antus, B., Exton, M. und Rosivall, L. Angiotensin II: a regulator of inflammation during renal
disease? Int J Immunopathol Pharmacol. 2001;14(1):2530.
Araki, N., Johnson, M. und Swanson, J. A role for phosphoinositide 3-kinase in the completion of
macropinocytosis and phagocytosis by macrophages. J Cell Biol. 1997;135:124960.
Armant, M. und Fenton, M. Toll-like receptors: a family of pattern-recognition receptors in mam-
mals. Gen Biol. 2002;3(8):301116.
Arnaout, M., Todd, R., Dana, N. et al. Inhibition of phagocytosis of complement C3 or immunglobu-
lin G coated particles and of C3bi binding by monoclonal antibodies to the monocyte-granulocyte
membrane glycoprotein (Mo1). J Clin Invest. 1983;72:1719.
Aslam, N., Bernardini, J., Fried, L. et al. Comparison of infectious complications between incident
hemodialysis and peritoneal dialysis patients. Clin J Am Soc Nephrol. 2006;1:122633.
Axline, S. und Reaven, E. Inhibition of phagocytosis and plasma membrane mobility of the cul-
tivated macrophage by cytochalasin B. Role of cytoplasmalemmal microfilaments. J Cell Biol.
1974;62:64769.
Azuma, M., Ito, D., Yagita, H. et al. B70 antigen is a second ligand for CTLA-4 and CD28. Nature.
1993;366(6450):769.
Baker, A., McDonnell, D., Hughes, M. et al. Cloning and expression of full-length cDNA encoding
human vitamin D receptor. Proc Natl Acad Sci USA. 1988;85:32948.
101
8 Literaturverzeichnis
Banchereau, J. und Steinman, R. Dendritic cells and the control of immunity. Nature. 1998;
392:24552.
Baoprasertkul, P., Xu, P., Peatman, E. et al. Divergent Toll-like receptors in catfish (Ictalurus
punctatus): TLR5s, TLR20, TLR21. Fish Shellfish Immunol. 2007;23(6):121830.
Baran, D. Nongenomic actions of the steroid hormone 1alpha,25-dihydroxyvitamin D3. J Cell
Biochem. 1994;56(3):3036.
Baran, D., Sorensen, A., Honeyman, T. et al. Rapid actions of 1α, 25 dihydroxyvitamin D3 and
calcium and phospholipids in isolated rat liver nuclei. FEBS Lett. 1989;259:2058.
Barbour, G., Coburn, J., Slatopolsky, E. et al. Hypercalcemia in an anephric patient with sar-
coidosis: Evidence for extra-renal generation of 1,25 dihydroxyvitamin. N Engl J Med. 1981;
305:4403.
Barsony, J. und Marx, S. Rapid accumulation of cyclic cGMP near activated vitamin D receptors.
Proc Natl Acad Sci USA. 1991;88:143640.
Barsony, J., Pike, J., DeLuca, H. et al. Immunocytology with microwave fixed fibroblasts shows
1 α,25 dihydroxyvitamin D3 dependent rapid and estrogen-dependent slow reorganization of
vitamin D receptors. J Cell Biol. 1990;111:1951320.
Bazil, V. und Strominger, J. Shedding as a mechanism of down-modulation of CD14 on stimulated
human monocytes. J Immunol. 1991;147:156774.
Beck, S. und Trowsdale, J. The human major histocompatibility complex: lessons from DNA
sequence. Annu Rev Genomics Hum Genet. 2000;1:11737.
Behnamed, M., Blottiere, H., Praloran, V. et al. Monocyte activity in the presence of calcium
phosphate activated by 1,25 (OH)2 VD3 and interferon-gamma. Biomaterials. 1994;15(1):2530.
Belge, K., Dayyani, F., Horelt, A. et al. The proinflammatory CD14+CD16+DR++ monocytes
are a major source of TNF. J Immunol. 2002;168:353642.
Betjes, M., Tuk, C., Struijk, D. et al. Immuno-effector characteristics of peritoneal cells during
CAPD treatment: a longitudinal study. Kidney Int. 1993;43(3):6418.
Betjes, M., Tuk, C., Visser, C. et al. Analysis of peritoneal cellular immune system during CAPD
shortly before a clinical peritonitis. Nephrol Dial Transplant. 1994;9:68492.
102
8 Literaturverzeichnis
Binderup, L. Immunological properties of vitamin D analogues and metabolites. Biochem Phar-
macol. 1992;43:188592.
Birkenmaier, C., Hong, Y. und Horn, J. Modulation of the endotoxin receptor (CD14) in septic
patients. J Trauma. 1992;32:4739.
Blander, J. und Medzhitov, R. Regulation of phagosome maturation by signals from toll-like
receptors. Science. 2004;304(5673):10148.
Boettinger, E. und Bitzer, M. TGF-β signaling in renal disease. J Am Soc Nephrol. 2002;13:2600
10.
Border, W. und Noble, N. TGF-beta in kidney fibrosis: a target for gene therapy. Kidney Int.
1997;51(5):138896.
Bosisio, D., Polentarutti, N., Sironi, M. et al. Stimulation of toll-like receptor 4 expression in human
mononuclear phagocytes by interferon-gamma: a molecular basis for priming and synergism with
bacterial lipopolysaccharide. Blood. 2002;99:342731.
Boss, N. Roche Lexikon der Medizin, Band 4. Urban & Fischer. 1999a.
Boss, N. Roche Lexikon der Medizin, Band 4. Urban & Fischer. 1999b.
Boss, N. Roche Lexikon der Medizin, Band 4. Urban & Fischer. 1999c.
Bouillon, R., Okamura, W. und Norman, A. Structure-function relationships in the vitamin D
endocrine system. Endocrine Reviews. 1995;16(2):20057.
Boyan, B., Sylvia, V., Dean, D. et al. 24,25-(OH)2D3 regulates cartilage and bone via autocrine
and endocrine mechanisms. Steroids. 2001;66:36374.
Boyum, A. Isolation of mononuclear cells and granulocytes from human blood. Scand J Clin Lab
Invest. 1968;21:7789.
Boyum, A. Isolation of human blood monocytes with nycodenz, a new non-ionic iodinated gradient
medium. Scand J Immunol. 1983;17:42936.
Brachet, V., Raposo, G., Amigorena, S. et al. Li controls the transport of major histocompatibility
class II molecules to and from lysosomes. J Cell Biol. 1997;137:515.
103
8 Literaturverzeichnis
Brauner, A., Lu, Y., Hallden, G. et al. Difference in the blood monocyte phenotype between uremic
patients and healthy controls: its relation to monocyte differentiation into macrophages in the
peritoneal cavity. Inflammation. 1998;22(1):5566.
Brown, A., Finch, J., Takahashi, F. et al. Calcemic activity of 19-nor-1,25(OH)2D2 decreases with
duration of treatment. J Am Soc Nephrol. 2000;11:208894.
Brown, G. und Gordon, S. Immune recognition of fungal beta-glucans. Cell Microbiol. 2005;
7(4):4719.
Brugger, W., Reinhardt, D., Galanos, D. et al. Inhibition of in vitro differentiation of human
monocytes to macrophages by lipopolysaccharide (LPS): phenotypic and functional analysis. Int
Immunol. 1991;3:2217.
Böttinger, E. und Bitzer, M. TGFβ signaling in renal disease. J Am Soc Nephrol. 2002;13:260010.
Burns, K., Janssens, S., Brissoni, B. et al. Inhibition of interleukin 1 receptor/Toll-like receptor
signaling through the alternatively spliced, short form of MyD88 is due to its failure to recruit
IRAK-4. J Exp Med. 2003;197(2):2638.
Calder, C., Liversidge, J. und Dick, A. Murine respiratory tract dendritic cells: isolation, phenoty-
ping and functional studies. J Immunol Methods. 2004;287:6777.
Calzada-Wack, J., Frankenberger, M. und Ziegler-Heitbrock, H. Interleukin-10 drives human mo-
nocytes to CD16 positive macrophages. Inflamm. 1996;46(2):7885.
Campos, M., Almeida, I., Takeuchi, O. et al. Activation of Toll-like receptors 2 by glycosylphos-
phatidylinositol anchors from a protozoan parasite. J Exp Med. 2002;195(12):163540.
Cantley, L., Russell, J., Lettieri, D. et al. 1,25 Dihydroxyvitamin D3 suppresses PTH secretion
from bovine parathyroid cells in tissue culture. Endocrinology. 1985;117:21149.
Cantorna, M., Woodward, W., Hayes, C. et al. 1,25-dihydroxyvitamin D3 is a positive regulator
for the two antiencephalitogenic cytokines TGF-beta1 and IL4. J Immunol. 1998;160:53149.
Cao, Z. und Cooper, M. Role of angiotensin II in tubulointerstitial injury. Semin Nephrol. 2001;
21(6):55462.
Capiati, D., Vasquez, G., Tellez-Inon, M. et al. Role of protein kinase C in 1,25(OH)2-Vitamin D3
modulation of intracellular calcium during development of skeletal muscle cells in culture. J Cell
Biochem. 2000;77:20012.
104
8 Literaturverzeichnis
Carcamo, C., Fernandez-Castro, M., Selgas, R. et al. Long-term continuous ambulatory peritoneal
dialysis reduces the expression of CD11b, CD14, CD16, and CD64 on peritoneal macrophages.
Perit Dial Int. 1996;16(6):829.
Caron, E. und Hall, A. Identification of two distinct mechanisms of phagocytosis controlled by
different Rho GTPases. Science. 1998;282:171721.
Caux, C., Vanbervliet, B., Massacrier, C. et al. B 70/B7-2 is identical to CD86 and is the major
functional ligand for CD28 expressed on human dendritic cells. J Exp Med. 1994;180(5):18417.
Chamorro, S., Revilla, C., Alvarez, B. et al. Phenotypic characterization of monocyte subpopula-
tions in the pig. Immunobiol. 2000;202:8293.
Chapman, H. Endosomal proteolysis and MHC class II function. Curr Opin Immunol. 1998;
10:93102.
Chen, L., Zuraw, B., Zhao, M. et al. Involvement of protein tyrosine kinase in Toll-like receptor
4-mediated NF-κB activation in human peripheral blood monocytes. Am J Physiol Lung Cell
Mol Physiol. 2002;284:365562.
Chen, Q., de Frances, M. und Zarnegar, R. Induction of met proto-oncogene (hepatocyte growth
factor) expression during human monocyte-macrophage differentiation. Cell Growth Differ. 1996;
7:82132.
Chen, R., Sarnecki, C. und Blenis, J. Nuclear localization and regulation of erk- and rsk-encoded
protein kinases. J Mol Cell Biol. 1992;12:91527.
Chicz, R., Urban, R., Gorga, J. et al. Specifity and promiscuity among naturally processed peptides
bound to HLA-DR alleles. J Exp Med. 1993;178:2747.
Clarkson, S. und Ory, P. CD16. Developmentally regulated IgG Fc receptors on cultured human
monocytes. J Exp Med. 1988;167:40820.
Couturier, C., Haeffner-Cavaillon, N., Caroff, M. et al. Binding sites for endotoxin (lipopolysac-
charides) on human monocytes. J Immunol. 1991;147(6):1899904.
Cox, D., Chang, P., Kurosaki, T. et al. Syk tyrosine kinase is required for immunoreceptor tyrosine
activation and motif-dependent actin assembly. J Biol Chem. 1996;271:16597602.
Coyne, D., Grieff, M., Ahya, S. et al. Differential effects of acute administration of 19-Nor-1,25-
dihydroxy-vitamin D2 and 1,25-dihydroxy-vitamin D3 on serum calcium and phosphorus in he-
modialysis patients. Am J Kidney Dis. 2002;40(6):12838.
105
8 Literaturverzeichnis
Crowley, M., Costello, P., Fitzer-Attas, C. et al. A critical role for syk in signal transduction and
phagocytosis mediated by Fcγ receptors on macrophages. J Exp Med. 1997;186:102739.
Cueto-Manzano, A. und Correa-Rotter, R. Is high peritoneal transport rate an independent risk
factor for CAPD-mortality. Kidney Int. 2000;57:31420.
Daeron, M. Fc receptor biology. Annu Rev Immunol. 1997;15:20334.
D`Ambrosio, D., Cippitelli, M., Cocciolo, M. et al. Inhibition of IL12 production by 1,25 dihy-
droxyvitamin D3. Involvement of NF-κB downregulation in transcriptional repression of the p40
gene. J Clin Invest. 1998;101:25262.
Dani, A., Chaudry, A., Mukherjee, P. et al. The pathway for MHCII-mediated presentation of
endogenous proteins involves peptide transport to the endo-lysosomal compartment. J Cell
Science. 2004;117(18):421930.
Datta, S. und Novotny, M. Toll IL-1 receptors differ in their ability to promote the stabilization of
adenosine and uridine-rich elements containing mRNA. Immunol. 2004;173:275561.
Davis, R. The mitogen activated protein kinase signal transduction pathway. J Biol Chem. 1993;
268:145536.
de Boland, A. und Norman, A. Evidence for involvement of protein kinase C and cyclic adenosine
3`,5`monophosphate-dependent protein kinase in the 1,25-dihydroxyvitamin D3-mediated rapid
stimulation of intestinal calcium transport (transcaltachia). Endocrinology. 1990;127:3945.
de Jager, W. Simultaneous detection of 15 human cytokines in a single sample of stimulated
peripheral blood mononuclear cells. Clin Diagn Lab Immunol. 2003;10(1):1339.
de Werra, I., Zanetti, G., Jaccard, C. et al. CD14 expression on monocytes and TNF alpha
production in patients with septic shock, cardiogenic shock or bacterial pneumonia. Swiss Med
Wkly. 2001;131(3-4):3540.
Dobrovolskaia, M., Medvedev, A., Thomas, K. et al. Induction of in vitro reprogramming by Toll-
like receptor (TLR)2 and TLR4 agonists in murine macrophages: effects of TLR homotolerance
versus heterotolerance on NF-κB signaling pathway components. J Immunol. 2003;170:50819.
Doyle, S., Vaidya, S., O`Connell, R. et al. IRF3 mediates a TLR3/TLR4-specific antiviral gene
program. Immunol. 2002;17(3):25163.
106
8 Literaturverzeichnis
Dunzendorfer, S., Lee, H., Soldau, K. et al. TLR4 is the signaling but not the lipopolysaccharide
uptake receptor. J Immunol. 2004a;173:116670.
Dunzendorfer, S., Lee, H., Soldau, K. et al. Toll-like receptor 4 functions intracellularly in human
coronary artery endothelial cells: roles of LBP and sCD14 in mediating LPS responses. FASEB
J. 2004b;18(10):11179.
Dusso, A., Finch, J., Brown, A. et al. Extrarenal production of calcitriol in normal and uremic
humans. J Clin Endocrinol Metab. 1991;72(1):15764.
Dziarski, R. Recognition of bacterial peptidoglycan by the innate immune system. Cell Mol Life
Sci. 2003;60(9):1793804.
Eardley, K. und Cockwell, P. Macrophages and progressive tubulointerstitial disease. Kidney Int.
2005;68:43755.
Eddy, A. Molecular basis of renal fibrosis. Pediatr Nephrol. 2000;15(3-4):290301.
Eddy, A. und Giachelli, C. Renal expression of genes that promote interstitial inflammation and
fibrosis with protein-overload proteinuria. Kidney Int. 1995;47:4518.
Egan, S., Giddings, B., Brooks, M. et al. Association of SOS Ras exchange protein with Grb2 is
implicated in tyrosine kinase signal transduction and transformation. Nature. 1993;363:4551.
Elkord, E., Williams, P., Kynaston, H. et al. Human monocyte isolation methods influence cytokine
production from in vitro generated dendritic cells. Immunol. 2005;114:20412.
Ellingsen, E., Morath, S., Flo, T. et al. Induction of cytokine production in human T cells and
monoccytes by highly purified lipoteichoic acid: involvement of Toll-like receptors and CD14.
Med Sci Monit. 2002;8(5):14956.
Engel, P., Gribben, J., Freeman, G. et al. The B7-2(B70) costimulatory molecule expressed by
monocytes and activated B lymphocytes is the CD86 differentiation antigen. Blood. 1994a;
5(1):14027.
Engel, P., Wagner, N., Zhou, L. et al. CD86 workshop report. Leukcyte typing V.Oxford, UK,
Oxford University. 1994b.
Eriksen, E., Nielsen, H., Mosekilde, L. et al. Nuclear uptake of 1,25-dihydroxy[3H]-cholecalciferol
in peripheral blood monocytes. Scand J Immunol. 1986;24(2):1717.
107
8 Literaturverzeichnis
Evans, R. The steroid and thyroid hormone receptor superfamily. Science. 1988;240:88995.
Finch, J., Brown, A. und Slatopolsky, E. Differential effects of 1,25-dihydroxyvitamin D3 and 19-
nor-1,25-dihydroxyvitamin D2 on calcium and phosphorus resorption in bone. J Am Soc Nephrol.
1999;10:9805.
Fitzgerald, K., Palsson-McDermott, E., Bowie, A. et al. Mal (MyD88-adapter-like) is required for
Toll-like receptor-4 signal transduction. Nature. 2001;413(6851):7883.
Fitzgerald, K., Rowe, D., Barnes, B. et al. LPS-TLR4 signaling to IRF-3/7 and NF-κB involves
the Toll adapters TRAM and TRIF. J Exp Med. 2003;198(7):104355.
Fleischer, J., Soeth, E., Reiling, N. et al. Differential expression and function of CD80 (B7-1) and
CD86 (B7-2) on human peripheral blood monocytes. Immunol. 1996;89:5928.
Floege, J., Schäffer, J., Koch, K. et al. Dialysis related amyloidosis: a disease of chronic retention
and inflammation. Kidney Int Suppl. 1992;38:7885.
Frankenberger, M., Sternsdorf, T., Pechumer, H. et al. Differential cytokine expression in human
blood monocyte subpopulations: a polymerase chain reaction analysis. Blood. 1996;87(1):3737.
Freeman, G., Borriello, F., Hodes, R. et al. Uncovering of functional alternative CTLA-4 counter-
receptor in B7-deficient mice. Science. 1993;262(5135):9079.
Fridman, W. Fc receptors and immunglobulin binding factors. FASEB. 1991;5:268490.
Fritsche, J., Mondal, K., Ehrnsperger, A. et al. Regulation of 25-hydroxyvitamin D3-1 alpha-
hydroxylase and production of 1 alpha,25-dihydroxyvitamin D3 by human dendritic cells. Blood.
2003;102(9):33146.
Fujisawa, K., Umesono, K., Kikawa, Y. et al. Identification of a response element for vitamin
D3 and retinoic acid in the promoter region of the human fructose-1,6-bisphosphatase gene. J
Biochem (Tokyo). 2000;127(3):37382.
Gangloff, S., Zabringer, U., Blondin, C. et al. Influence of CD14 ligand interactions between
lipopolysaccharide and its receptor complex. J Immunol. 2005;175(6):39405.
Geraghty, P., Rogan, M., Greene, C. et al. Neutrophil elastase up-regulates cathepsin B and matrix
metalloprotease-2 expression. J Immunol. 2007;178(9):58718.
Ghazizadeh, S., Bolen, J. und Fleit, H. Tyrosine phosphorylation and association of Syk with
FcγRII in monocytic THP-1 cells. Biochem J. 1995;305:66975.
108
8 Literaturverzeichnis
Gimmi, C., Freeman, G., Gribben, J. et al. B-cell surface antigen B7 provides a costimulatory
signal that induces T cells to proliferate and secrete interleukin 2. Proc Natl Acad Sci USA.
1991;88(15):65759.
Girasole, G., Wang, J., Pedrazzoni, M. et al. Augmentation of monocyte chemotaxis by 1α,25-
dihydroxyvitamin D3: stimulation of defective migration of AIDS patients. J Immunol. 1990;
145:245964.
Girndt, M., Köhler, H., Schiedhelm-Weick, E. et al. Production of interleukin-6, tumor necrosis
factor α and interleukin-10 in vitro correlates with the clinical immune defect in chronic hemo-
dialysis patient. Kidney Int. 1995;47:55965.
Girndt, M., Kohler, H., Schiedhelm-Weick, E. et al. T cell activation defect in hemodialysis patients:
evidence for a role of the B7/CD28 pathway. Kidney Int. 1993;44(2):35965.
Gniadecki, R. Activation of Raf-mitogen activated protein kinase signaling pathway by 1,25-
dihydroxyvitamin D3 in normal human keratinocytes. J Invest Dermatol. 1996;106:12127.
Gniadecki, R. Involvement of Src in the vitamin D signaling in human keratinocytes. Biochem
Pharmacol. 1998a;55:499503.
Gniadecki, R. Nongenomic signaling by vitamin D. Biochem Pharmacol. 1998b;56:12737.
Grage-Griebenow, E., Lorenzen, D., Fetting, R. et al. Phenotypical and functional characterization
of Fcγ receptor I (CD64)-negative monocytes, a minor human monocyte subpopulation with high
accessory and antiviral activity. Eur J Immunol. 1993;23:312635.
Grau, V., Scriba, A., Stehling, O. et al. Monocytes in the rat. Immunobiol. 2000;202(1):94103.
Greenberg, S., Khoury, J.E., Virgilio, F.D. et al. Ca2+ independent F-Actin assembly and di-
sassembly during Fc receptor mediated phagocytosis in mouse macrophages. J Cell Biol. 1991;
113:75767.
Grosse, B., Bourdeau, A. und Lieberherr, M. Oscillations in inositol 1,4,5-trisphosphate and dia-
cylglycerol induced by vitamin D3 metabolites in confluent mouse osteoblasts. J Bone Miner
Res. 1993;8(9):105969.
Guinan, E., Gribben, J., Boussiotis, V. et al. Pivotal role of the B7: CD28 pathway in transplan-
tation tolerance and tumor immunity. Blood. 1994;84(10):326182.
109
8 Literaturverzeichnis
Haas, J., Baeuerle, P., Riethmüller, G. et al. Molecular mechanisms in down-regulation of tumor
necrosis factor expression. Proc Natl Acad Sci USA. 1990;87:95637.
Haase, R., Kirschning, C., Sing, A. et al. A dominant role of toll-like receptor 4 in the signaling of
apoptosis in bacteria-faced macrophages. J Immunol. 2003;171:4294303.
Hackam, D., Rotstein, O., Schreiber, A. et al. Rho is required for initiation of calcium signaling
and phagocytosis by Fcγ receptors in macrophages. J Exp Med. 1997;186:95566.
Hajjar, A., OMahony, D., Ozinsky, A. et al. Functional intersections between toll-like receptor
(TLR)2 and TLR1 or TLR6 in response to phenol-soluble modulin. J Immunol. 2001;166:159.
Han, J., Mathison, J., Ulevitch, R. et al. Lipopolysaccharide (LPS) binding protein, truncated at
ILE-197, binds LPS, but does not transfer LPS to CD14. J Biol Chem. 1994;269:81725.
Hannah, S. und Norman, A. 1α,25(OH)2-vitamin D3 regulated expression of the eukaryotic genome.
Nutrit Rev. 1994;52:37681.
Harding, C. und Uranue, E. Cellular mechanisms of antigen processing and the function of class I
and II major histocompatibility complex molecules. Cell Regul. 1990;1(7):499509.
Harrison, D. Cellular and molecular mechanisms of endothelial cell dysfunction. J Clin Invest.
1997;100:21537.
Hart, P., Jones, C. und Finlay-Jones, J. Peritoneal macrophages during peritonitis. Phenotypic
studies. Clin Exp Immunol. 1992;88(3):48491.
Hatada, E., Krappmann, D. und Scheidereit, C. NF-kappaB and the innate immune response. Curr
Opin Immunol. 2000;12(1):528.
Hathcock, K., Laszlo, G., Dickler, H. et al. Identification of an alternative CTLA-4 ligand costi-
mulatory for T cell activation. Science. 1993;262(5135):9057.
Hathcock, K., Laszlo, G., Pucillo, C. et al. Comparative analysis of B7-1 and B7-2 costimulatory
ligands: expression and function. J Exp Med. 1994;180(2):63140.
Haziot, A., Chen, S., Ferrero, E. et al. The monocyte differentiation antigen, CD14, is anchored to
the cell membrane by a phosphatidylinositol linkage. J Immunol. 1988;141:54752.
Höbe, K., Du, X., Georgel, P. et al. Identification of Lps2 as a key transducer of MyD88-independent
toll-like receptor pathway. Nature. 2003;424(6950):7438.
110
8 Literaturverzeichnis
Heidenreich, S., Schmidt, M., August, C. et al. Regulation of human monocyte apoptosis by the
CD14 molecule. J Immunol. 1997;59(7):317888.
Hertz, C., Kiertscher, S., Godowski, P. et al. Microbial lipopeptides stimulate dendritic cell matu-
ration via Toll-like receptor 2. J Immunol. 2001;166:244450.
Hoebe, K., Georgel, P., Rutschmann, S. et al. CD36 is a sensor of diacylglycerides. Nature. 2005;
533(7025):5237.
Holdsworth, S., Neale, T. und Wilson, C. Abrogation of macrophage-dependent injury in experi-
mental glomerulonephritis in the rabbit. Use of an antimacrophage serum. J Clin Invest. 1981;
68:68698.
Holmes, C., Lewis, S., Kubey, W. et al. Comparison of peritoneal white blood cell parameters from
continuous ambulatory peritoneal dialysis patients with a high or low incidence of peritonitis.
Am J Kidney Dis. 1990;15(3):25864.
Horng, T., Barton, G., Flavell, R. et al. The adaptor molecule TIRAP provides signalling specifity
for Toll-like receptors. Nature. 2002;420(6913):32933.
Hostetter, T., Troy, J. und Brenner, B. Glomerular hemodynamics in experimental diabetes melli-
tus. Kidney Int. 1981;19:4105.
Huang, Q., Yang, J., Lin, Y. et al. Differential regulation of interleukin 1 receptor and Toll-like
receptor signaling by MEKK3. Nature. 2004;1:98103.
Huizinga, T., Schoot, C., Jost, C. et al. The PI linked receptor FcRIII is released on stimulation
of neutrophils. Nature (London). 1988;333:6679.
Imanishi, T., Hara, H., Suzuki, S. et al. Cutting edge: TLR2 directly triggers Th1 effector functions.
J Immunol. 2007;178(11):67159.
Inui, N., Murayama, A., Sasaki, S. et al. Correlation between 25-Hydroxyvitamin D3 1α-hydroxylase
gene expression in alveolar macrophages and the activity of sarcoidosis. Am J Med. 2001;110:687
93.
Iovine, N., Eastvold, J., Elsbach, P. et al. Signaling events in monocytes and macrophages. J Biol
Chem. 2002;277(10):797988.
Isakov, N. Immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM), a unique module linking an-
tigen and Fc receptors to their signaling cascades. J Leukoc Biol. 1997;61(1):616.
111
8 Literaturverzeichnis
Janssens, S., Burns, K., Tschopp, J. et al. Regulation of interleukin-1- and lipopolysaccharide-
induced NF-kappaB activation by alternative splicing of MyD88. Curr Biol. 2002;12(6):46771.
Jedlicka, J., Segerer, W. und Scherberich, J. Comparative analysis of leucocyte endotoxin receptor
expression in patients under CAPD or chronic hemodialysis treatment. Kidney Blood Press Res.
1998;21:199200.
Jen-Wu, C., Joen-Rong, S., Han-Hsiang, C. et al. Modulation of monocyte-derived dendritic cell
differentiation is associated with ischemic acute renal failure. J Surgical Res. 2006;132:10411.
Jiang, Z., Georgel, P., Du, X. et al. CD14 is required for MyD88-independent LPS signaling. Nat
Immunol. 2005;6(6):56570.
Jorstad, S. und Kvernes, S. Uraemic toxins of high molecular weight inhibiting human mononuclear
phagocytes cultured in vitro. Acta Pathol Microbiol. 1978;86C:2216.
Kahlert, S., Nuedling, S., van Eickels, M. et al. Estrogen receptor alpha rapidly activates the IGF-1
receptor pathway. J Biol Chem. 2000;275:1844753.
Kaisho, T., Takeuchi, O., Kawai, T. et al. Endotoxin-induced maturation of MyD88-deficient
dendritic cells. J Immunol. 2001;166(9):568894.
Kalantar-Zadeh, K., Abbott, K., Salahudeen, A. et al. Survival advantages of obesity in dialysis
patients. Am J Clin Nutr. 2005;81:54354.
Kalantar-Zadeh, K., Kopple, J., Kamranpour, N. et al. HDL-inflammatory index correlates with
poor outcome in hemodialysis patients. Kidney Int. 2007;72:114956.
Kang, Y., Lee, C., Monroy, R. et al. Uptake, distribution and fate of bacterial lipopolysaccharide
in monocytes and macrophages: an ultrastructural and functional correlation. Electron Microsc
Rev. 1992;5(2):381419.
Kapitonova, V., Stepanova, L., Avakova, A. et al. Cell culture separation by Ficoll density gradient
ultracentrifugation. Vopr Virusol. 1981;5:6168.
Kellar, K., Kalwar, R., Dubois, K. et al. Multiplexed fluorescent bead-based immunoassays for
quantitation of human cytokines in serum and culture supernatants. Cytometry. 2003;53A8:112.
Khan, S., Smith, M., Reda, D. et al. Multiplex bead-array assays for detection of soluble cytoki-
nes: comparisons of sensitivity and quantitative values among kits from multiple manufacters.
Cytometry. 2004;61B(1):359.
112
8 Literaturverzeichnis
Khare, S., Bolt, M., Wali, R. et al. 1,25 Dihydroxyvitamin D3 stimulates phospholipase C-γ in rat
colonocytes: Role of c-Src in PLC-γ activation. J Clin Invest. 1997;99:183141.
Kielian, T. und Blecha, F. CD14 and other recognition molecules for lipopolysaccharide: A review.
Immunopharmacol. 1995;29:187  205.
Kim, W., Corey, S., Alvarez, X. et al. Monocyte/macrophage traffic in HIV and SIV encephalitis.
J Leukoc Biol. 2003;74:6506.
Kitchens, R., Thompson, P., O`Keefe, G. et al. Plasma constituents regulate LPS binding to, and
release from, the monocyte cell surface. J Endotox Res. 2000;6(6):47782.
Kitchens, R., Wang, P. und Munford, R. Bacterial lipopolysaccharide can enter monocytes via two
CD14-dependent pathways. J Immunol. 1998;161(10):553445.
Kitchens, R., Wolfbauer, G., Albers, J. et al. Plasma lipoproteins promote the release of bacterial
lipopolysaccharide from the monocyte cell surface. J Bio Chem. 1999;274(48):3411622.
Kizaki, M., Norman, A., Bishop, J. et al. 1,25-Dihydroxyvitamin D3 receptor DNA: expression in
hematopoietic cells. Blood. 1991;77(6):123847.
Klahr, S., Schreiner, G. und Ichikawa, I. The progression of renal disease. New Engl J Med. 1988;
318(25):165766.
Kluth, D. Pro-resolution properties of macrophages in renal injury. Kidney Int. 2007;72:2346.
König, R. Interactions between MHC molecules and co-receptors of the TCR. Curr Opin Immunol.
2002;14(1):7583.
Kropf, J., Schurek, J., Wollner, A. et al. Immunological measurement of transforming growth factor-
beta1 (TGFβ1) in blood; assay development and comparison. Clin Chem. 1997;43(10):196574.
Kropshofer, H., Arndt, S., Moldenhauer, G. et al. HLA-DM acts as a molecular chaperone and
rescues empty HLA-DR molecules at lysosomal pH. Immunity. 1997;6(3):293302.
Kurosaki, T., Johnson, S., Pao, I. et al. Role of the syk autophosphorylation site and SH2 domains
in B cell antigen receptor signaling. J Exp Med. 1995;182:181523.
Kurosaki, T., Takata, M., Yamanashi, Y. et al. Syk activation by the Src-family tyrosine kinase in
the B cell receptor signaling. J Exp Med. 1994;179:17259.
113
8 Literaturverzeichnis
Lamping, N., Dettmer, R., Schröder, N. et al. LPS-binding protein protects mice from septic shock
caused by LPS or gramnegative bacteria. J Clin Invest. 1998;101(10):206571.
Lanier, L., Ruitenberg, J. und Phillips, J. Functional and biochemical analysis of CD16 antigen on
natural killer cells and granulocytes. J Immunol. 1988;141:347885.
Lankat-Buttgereit, B. und Tampe, R. The transporter associated with antigen processing TAP:
structure and function. FEBS Lett. 1999;464:10812.
Lanzavecchia, A., Reid, P. und Watts, C. Irreversible association of peptides with class II MHC
molecules in living cells. Nature. 1992;357(6375):24952.
Latz, E., Visintin, A., Lien, E. et al. Lipopolysaccharide rapidly traffics to and from the Golgi
apparatus with the toll-like receptor 4-MD-2-CD14 complex in a process that is distinct from
the initiation of signal transduction. J Biol Chem. 2002;277(49):4783443.
Laudanna, C., Campbell, J. und Butcher, E. Role of Rho in chemoattractant-activated leukocyte
adhesion through integrins. Science. 1996;271:1719.
Laude-Sharp, M., Caroff, M., Simard, L. et al. Induction of IL1 during hemodialysis: Transmem-
brane passage of intact endotoxins (LPS). Kidney Int. 1990;38:108994.
Lehmann, B. und Meurer, M. Extrarenal sites of calitriol synthesis: the particular role of the skin.
Recent Results Cancer Res. 2003;164:13545.
Lemaitre, B., Nicolas, E., Michaut, L. et al. The dorsoventral regulatory gene spätzle/Toll/cactus
controls the potent antifungal response in Drosophila adults. Cell. 1996;86(6):97383.
Lieberherr, M., Grosse, B., Duchambon, P. et al. A functional cell surface type receptor is required
for the early action of 1,25-dihydroxyvitamin D3 on the phosphoinositide metabolism in rat
enterocytes. J Biol Chem. 1989;264:204036.
Lim, W., Kireta, S., Leedham, E. et al. Uremia impairs monocyte and monocyte-derived dendritic
cell function in hemodialysis patients. Kidney Int. 2007;72:113848.
Lindl, T. Zell- und Gewebekultur, Band 5. Spektrum Akademischer Verlag. 2002.
Linsley, P., Greene, J., Brady, W. et al. Human B7-1 (CD80) and B7-2 (CD86) bind with similar
avidities but distinct kinetics to CD28 and CTLA-4. Immunity. 1994;1(9):793801.
114
8 Literaturverzeichnis
Linsley, P., Brady, W., Grossmaire, L. et al. Binding of B cell activation antigen B7 to CD28
costimulates T cell proliferation and interleukin 2 mRNA accumulation. J Exp Med. 1991a;
173:72130.
Linsley, P., Brady, W., Grossmaire, L. et al. CTLA-4 is a second receptor for the B cell activation
antigen B.7. J Exp Med. 1991b;174:5619.
Linsley, P. und Ledbetter, J. The role of the CD28 receptor during T cell responses to antigen.
Annu Rev Immunol. 1993;11:191212.
Liu, Y., Wang, Y., Yamakuchi, M. et al. Upregulation of toll-like receptor 2 gene expression in
macrophage response to peptidoglycan and high concentration of lipopolysaccharide is involved
in NF-κ B activation. Inf and Imm. 2001;69(5):278896.
Loiarro, M., Sette, C., Gallo, G. et al. Peptide-mediated interference of TIR domain dimerization in
MyD88 inhibits interleukin-1-dependent activation of NFκB. J Biol Chem. 2005;280(16):15809
14.
Lowe, K., Maiyar, A. und Norman, A. Vitamin D-mediated gene expression. Crit Rev Eukar Gene.
1992;2:65109.
Lowrie, E., Soeldner, J., Hampers, C. et al. Glucose metabolism and insulin secretion in uremic,
prediabetic, and normal subjects. J Lab Clin Med. 1970;76:60315.
Luttmann, W., Bratke, K., Küpper, M. et al. Der Experimentator - Immunologie, Band 2. Elsevier
Spektrum Akademischer Verlag. 2004.
Maenaka, K. und Jones, E. MHC superfamily structure and the immune system. Curr Opin Struct
Biol. 1999;9(6):74553.
Magil, A. Tubulointerstitial lesions in human membranous glomerulonephritis: relationship to
proteinuria. Am J Kidney. 1995;25:3759.
Manns, B., Burgess, E., Hyndman, M. et al. Hyperhomocysteinemia and the prevalence of athe-
rosclerotic vascular disease in patients with end-stage renal failure. Am J Kidney Dis. 1999;
34:66977.
Mansell, A., Brint, E., Gould, J. et al. Mal interacts with tumor necrosis factor receptor-associated
factor (TRAF)-6 to mediate NFκ activation by toll-like-receptor (TLR)-2 und TLR4. J Biol
Chem. 2003;279(36):3722730.
115
8 Literaturverzeichnis
Marchant, A., Duchow, J., Delville, J. et al. Lipopolysaccharide induces up-regulation of CD14
molecule on monocytes in human whole blood. Eur J Immunol. 1992;22:16635.
Marmorstein, R. und Roth, S. Histone acetyltransferases: function, structure, and catalysis. Curr
Opin Genet Dev. 2001;11:15561.
Marsh, S. HLA class II region sequences. Tissue antigens. 1998;51(4):467507.
Martin, W., Hicks, G., Mendiratta, S. et al. H2-M mutant mice are defective in the peptide loading
of class II molecules, antigen presentation, and T-cell repertoire selection. Cell. 1996;84:54350.
Massol, P., Montcourrier, P., Guillemot, J. et al. Fc receptor-mediated phagocytosis requires CDC42
and Rac1. EMBO J. 1998;17:621929.
Mathieu, C., van Etten, E., Gysemans, C. et al. In vitro and in vivo analysis of the immune system
of vitamin D receptor knock out mice. J Bone Miner Res. 2001;16:205765.
Matzinger, P. The danger model: a renewed sense of self. Science. 2002;296:3015.
McDevitt, H. Discovering the role of the major histocompatibility complex in the immune response.
Annu Rev Immunol. 2000;18:117.
McDonald, P., Dowd, D., Nakajima, S. et al. Retinoid X receptor stimulate and 9-cis retinoic acid
inhibits 1,25-dihydroxyvitamin D3-activated expression of the rat osteocalcin gene. Mol Cell
Biol. 1993;13:590717.
McDonnell, D., Mangelsdorf, D., Pike, J. et al. Molecular cloning of complementary DNA encoding
the avian receptor for vitamin D. Science. 1987;235:12147.
Means, T., Lien, E., Yoshimura, A. et al. The CD14 ligands lipoarabinomannan and lipopolysac-
charide differ in their requirement for toll-like receptors. J Immunol. 1999;163:674855.
Medvedev, A., Kopydlowski, K. und Vogel, S. Inhibition of lipopolysaccharide-induced signal trans-
duction in endotoxin-tolerized mouse macrophages: dysregulation of cytokine, chemokine, and
toll-like receptor 2 and 4 gene expression. J Immunol. 2000;164:556474.
Medvedev, A., Lentschat, A., Wahl, L. et al. Dysregulation of LPS-induced Toll-like receptor 4-
MyD88 complex formation and IL-1 receptor-associated kinase 1 activation in endotoxin-tolerant
cells. J Immunol. 2002;169:520916.
Medzhitov, R., Preston-Hurlburt, P. und Janeway, C. A human homologue of the Drosophila Toll
protein signals activation of adaptive immunity. Nature. 1997;388(6640):3947.
116
8 Literaturverzeichnis
Meier, P., Dayer, E. und Blanc, E. Early T-cell activation correlates with expression of apoptosis
markers in patients with end-stage renal disease. J Am Soc Nephrol. 2002;13:20412.
Merke, J., Nawrot, M., Hugel, U. et al. Evidence for in vivo upregulation of 1,25(OH)2 vitamin D3
receptor in human monocytes. Calcif Tissue Int. 1989;45:2556.
Mervaala, E., Müller, D., Park, J. et al. Monocyte infiltration and adhesion molecules in a rat
model of high human renin hypertension. Hypertension. 1999;33:38995.
Miller, T. und Stewart, E. Host immune status in uremia. Cell mediated immune mechanisms. Clin
Exp Immunol. 1980;41:11522.
Mitsuhashi, T., Jr., R.M. und Ives, H. 1,25-dihydroxyvitamin D3 modulates growth of vascular
smooth muscle cells. J Clin Invest. 1991;87:188995.
Miyata, T., Ueda, Y., Horie, K. et al. Renal catabolism of advanced glycation end products: The
fate of pentosidine. Kidney Int. 1998;53:41622.
Miyazaki, T., Wolf, P., Tourne, S. et al. Mice lacking H2-M complexes, enigmatic elements of the
MHC class II peptide loading pathway. Cell. 1996;84:53141.
Mizuno, K., Toma, T., Tsukiji, H. et al. Selective expansion of CD16highCCR2-subpopulation
of circulating monocytes with preferential production of haemoxygenase (HO)-1 in response to
acute inflammation. Clin Exp Immunol. 2005;142(3):46170.
Mizuno, S., Kurosawa, T., Matsumoto, K. et al. Hepatocyte growth factor prevents renal fibrosis
and dysfunction in a mouse model of chronic renal disease. J Clin Invest. 1998;101(9):182734.
Mold, C. und Clos, T. C-reactive protein increases cytokine responses to Streptococcus pneumoniae
through interactions with Fc gamma receptors. J Immunol. 2006;176(12):7598604.
Moodie, S., Willemsen, B., Weber, M. et al. Complexes of Ras GTP with Raf-1 and mitogen
activated protein kinase kinase. Science. 1993;363:4551.
Morath, S., Stadelmaier, A., Geyer, A. et al. Synthetic lipoteichon acid from Staphylococcus aureus
is a potent stimulus of cytokine release. J Exp Med. 2002;195(12):163540.
Morel, P., Manolagas, S., Provvedini, D. et al. Interferon-γ-induced IA expression in WEHI-3 cells
is enhanced by the presence of 1,25-dihydroxyvitamin D3. J Immunol. 1986;136:21816.
Morelli, S., de Boland, A. und Boland, R. Generation of inositol phosphates, diacylglycerol and
calcium fluxes in myoblasts treated with 1,25-dihydroxyvitamin D3. Biochem J. 1993;289:98104.
117
8 Literaturverzeichnis
Moshage, H., Janssen, J., Franssen, J. et al. Study of the molecular mechanisms of decreased liver
synthesis of albumin in inflammation. J Clin Invest. 1987;79:163541.
Muller, W., Weigl, S., Deng, X. et al. PECAM-1 is required for transendothelial migration. J Exp
Med. 1993;178:44960.
Munn, D., Bree, A., Beall, A. et al. The novel subset of CD14+/CD16+ blood monocytes exhibits
features of tissue macrophages. Blood. 1996;88:121524.
Naar, A., Lemon, B. und Tjian, R. Transcriptional coactivator complexes. Annu Rev Biochem.
2001;70:475501.
Nabavi, N., Freeman, G., Gault, A. et al. Signaling through the MHC class II cytoplasmatic domain
is required for antigen presentation and induces B7 expression. Nature. 1992;360(6401):2668.
Nagai, Y., Akashi, S., Nagafuku, M. et al. Essential role of MD-2 in LPS responsiveness and TLR4
distribution. Nat Immunol. 2002;3(7):66772.
Nasri, H. Linkage of elevated Ca×PO4 product with inflammation in maintenance hemodialysis
patients. Minerva Urol Nefrol. 2006;58(4):33945.
Nath, K. The tubulointerstitium in progressive renal disease. Kidney Int. 1998;54:9924.
Nemere, I. und Farach-Carson, M. Membrane receptors for steroid hormones: a case for specific cell
surface binding sites for vitamin D metabolites and estrogens. Biochem Biophys Res Commun.
1998;248:4439.
Nemere, I., Yoshimoto, Y. und Norman, A. Studies on the mode of action of calciferol. LIV.
Calciferol transport in perfused duodena from normal chicks: enhancement with 14 minutes of
exposure to 1,25-dihydroxyvitamin D3. Endocrinology. 1984;115:147683.
Nemere, I., Zhou, L. und Norman, A. Nontranscriptional actions of steroid hormones. Receptor.
1993;3:27791.
Nimmerjahn, F., Bruhns, P., Horiuchi, K. et al. FcgammaRIV: a novel FcR with distinct IgG
subclass specifity. Immunity. 2005;23(1):4151.
Nishida, M., Fujinaka, H., Matsusaka, T. et al. Absence of angiotensin II type I receptor in
bone marrow-derived cells is detrimental in the evolution of renal fibrosis. J Clin Invest. 2002;
110:185968.
118
8 Literaturverzeichnis
Nishiya, T. und DeFranco, A. Ligand-regulated chimeric receptor approach reveals distincti-
ve subcellular localization and signaling properties of Toll-like receptors. J Biol Chem. 2004;
279(18):1900817.
Nockher, W. und Scherberich, J. Monocyte cell-surface CD14 expression and soluble CD14 antigen
in hemodialysis: Evidence for chronic exposure to LPS. Kidney Int. 1995;48:146976.
Nockher, W., Wiemer, J. und Scherberich, J. Haemodialysis monocytopenia: differential sequestra-
tion kinetics of CD14+CD16+ and CD14++ blood monocyte subsets. Clin Exp Immunol. 2001;
123:4955.
Noh, H., Lee, S., Kang, S. et al. Serum C-reactive protein: a predictor of mortality in continuous
ambulatory peritoneal dialysis patients. Perit Dial Int. 1998;18:38794.
Nomura, F., Akashi, S., Sakao, Y. et al. Cutting edge: endotoxin tolerance in mouse peritoneal ma-
crophages correlates with down-regulation of surface toll-like receptor 4 expression. J Immunol.
2000;164:34769.
Norman, A., Nemere, I., Zhou, L. et al. 1,25(OH)2-vitamin D3, a steroid hormone that produces
biologic effects via both genomic and nongenomic pathways. J Steroid Biochem Mol Biol. 1992;
41(3-8):23140.
Norman, A., Okamura, W., Farach-Carson, M. et al. Structure-function studies of
1,25-dihydroxyvitamin D3 and the vitamin D endocrine system. 1,25-Dihydroxy-
pentadeuterioprevitamin D3 (as a 6-s-cis analog) stimulates nongenomic but not genomic
biological responses. J Biol Chem. 1993;268:138119.
Oliver, J. Unexpected news in renal fibrosis. J Clin Invest. 2002;110:17634.
Omdahl, J., Bobrovnikova, E., Choe, S. et al. Overview of regulatory cytochrome P 450 enzymes
of the vitamin D pathway. Steroids. 2001;66:3819.
O`Neill, L. The Toll/interleukin-1 receptor domain: a molecular switch for inflammation and host
defense. Biochem Soc Trans. 2000;28(5):55763.
ONeill, L. Signal transduction pathways activated by the IL-1 receptor/toll-like receptor superfa-
mily. Curr Top Microbiol Immunol. 2002;270:4761.
ONeill, L., Fitzgerald, K. und Bowie, A. The Toll-1 receptor adaptor family grows to five members.
Trends Immunol. 2003;24(6):28690.
119
8 Literaturverzeichnis
O`Neill, L. und Brint, E. Toll-like Receptors in Inflammation, Band 1. Birkhäuser. 2005.
ORiordan, E., Chen, J., Brodsky, S. et al. Endothelial dysfunction: the syndrome in making.
Kidney Int. 2005;67:16548.
Oshiumi, H., Sasai, M., Shida, K. et al. TIR-containing adaptor molecule (TICAM)-2, a bridging
adaptor recruiting to toll-like-receptor4 TICAM that induces interferon-beta. J Biol Chem. 2003;
278(50):4975162.
Otani, I., Akari, H., Nam, K. et al. Phenotypic changes in peripheral blood monocytes of Cynomol-
gus monkeys autely infected with simian immunodeficiency virus. AIDS Res Hum Retroviruses.
1998;14:11816.
Ozinsky, A., Smith, K., Hume, D. et al. Co-operative induction of proinflammatory signaling by
Toll-like receptors. J Endotoxin. 2000;6(5):3936.
Panda, D., Miao, D., Tremblay, M. et al. Targeted ablation of the 25-hydroxyvitamin D 1α hydro-
xylase enzyme: evidence for skeletal, reproductive, and immune dysfunction. Proc Natl Acad Sci
USA. 2001;98:7498503.
Paolini, R., Jouvin, M. und Kinet, J. Phosphorylation and dephosphorylation of the high-affinity
receptor for immunoglobulin E immediately after receptor engagement and disengagement. Na-
ture. 1991;353:8558.
Papapoulos, S., Clemens, T., Fraher, L. et al. 1,25 Dihydroxycholecalciferol in the pathogenesis of
the hypercalcaemia of sarcoidosis. Lancet. 1979;1:62730.
Passlick, B., Flieger, D. und Ziegler-Heitbrock, H. Identification and characterization of a novel
monocyte subpopulation in human peripheral blood. Blood. 1989;74(7):252734.
Peppelenbosch, M., DeSmedt, M., ten Hove, T. et al. Lipopolysaccharide regulates macrophage
fluid phase pinocytosis via CD14-dependent and CD14-independent pathways. Blood. 1999;
11:40118.
Pereira, B., Snodgrass, B., Hogan, P. et al. Diffusive and convective transfer of cytokine-inducing
bacterial products across hemodialysis membranes. Kidney Int. 1995;47:60310.
Pertosa, G., Marfella, C., Tarantino, E. et al. Involvement of peripheral blood monocytes in hemo-
dialysis: in vivo induction of tumour necrosis factor alpha, interleukin 6 and beta 2-microglobulin.
Nephrol Dial Transplant. 1991;6(2):1823.
120
8 Literaturverzeichnis
Polly, P., Herdick, M., Moehren, U. et al. VDR-alien: a novel, DNA-selective vitamin D3 receptor
coexpressor partnership. FASEB J. 2000;14:145563.
Poltorak, A., Castagnoli, P.R., Citterio, S. et al. Physical contact between lipopolysaccharide and
toll-like receptor 4 revealed by genetic complementation. Proc Natl Acad Sci. 2000;97(5):21637.
Poltorak, A., He, X., Smirnova, I. et al. Defective LPS signaling in C3H/HeJ and C57BL/10ScCr
mice: mutations in TLR4 gene. Science. 1998;282(5396):20858.
Ponchon, G., Kennan, A. und DeLuca, H. Activation of vitamin D by the liver. J Clin Invest.
1969;48:20327.
Poussin, C., Foti, M., Carpentier, J. et al. CD14-dependent endotoxin internalization via macropi-
nocytotic pathway. J Biol Chem. 1998;273(32):2028591.
Pramanik, R., Asplin, J., Lindeman, C. et al. Lipopolysaccharide negatively modulates vitamin D
action by down-regulating expression of vitamin D-induced VDR in human monocytic THP-1
cells. Cell Immunol. 2004;232(1-2):13743.
Pretlow, T. und Pretlow, T. Methods in enzymology, Band 171. Academic Press, London. 1989.
Prodjosudjagi, W., Gerritsma, J. und Klar-Mohamed, N. Production and cytokine mediated regu-
lation of monocyte chemoattractant protein-1 by human proximal tubular cells. Proc Natl Acad
Sci USA. 1993;90:27448.
Provvedini, D., Deftos, L. und Manolagas, S. 1,25-Dihydroxyvitamin D3 promotes in vitro morpho-
logic and enzymatic changes in normal human monocytes consistent with their differentiation
into macrophages. Bone. 1986;7(1):238.
Rachez, C. und Freedman, L. Mediator complexes and transcription. Curr Opin Cell Biol. 2001;
13:27480.
Rachez, C., Lemon, B., Suldan, Z. et al. Ligand dependent transcription activation by nuclear
receptors requires the DRIP complex. Nature. 1999;398:8248.
Randolph, G., Sanchez-Schmitz, G., Liebman, R. et al. The CD16(+) (FcgammaRIII(+)) subset
of human monocytes preferentially becomes migratory dendritic cells in a model tissue setting.
J Exp Med. 2002;196(6):51727.
Rao, N., Nguyen, S., Ngo, K. et al. A novel splice variant of Interleukin-1 receptor (IL-1R)-associated
kinase 1 plays a negative regulatory role in Toll/IL-1R-induced inflammatory signaling. Mol and
Cell Biol. 2005;25(15):652132.
121
8 Literaturverzeichnis
Regnault, A., Lankar, D., Lacabanne, V. et al. Fcgamma receptor-mediated induction of dendritic
cell maturation and major histocompatibility complex class I-restricted antigen presentation after
immune complex internalization. J Exp Med. 1999;189(2):37180.
Reichel, H., Koeer, H., Bishop, J. et al. 25-Hydroxyvitamin D3 metabolism by lipopolysaccharide-
stimulated normal human macrophages. J Clin Endocrinol Metab. 1987;64(1):19.
Reichel, H., Koeer, H. und Norman, A. The role of the vitamin D endocrine system in health
and disease. N Engl J Med. 1989;320:98091.
Remuzzi, G. und Bertani, T. Pathophysiology of progressive nephropathies. New Engl J Med.
1998;339(20):144856.
Remuzzi, G., Ruggenenti, P. und Benigni, A. Understanding the nature of renal progression. Kidney
Int. 1997;51:215.
Ren, S., Nguyen, L., Wu, S. et al. Alternative splicing of vitamin D-24-hydoxylase: a novel me-
chanism for the regulation of extrarenal 1,25-dihydroxyvitamin D synthesis. J Biol Chem. 2005;
280(21):2060411.
Repo, J., Rantala, I., Honkanen, T. et al. Paricalcitol aggrevates perivascular fibrosis in rats with
renal insufficiency and low calcitriol. Kidney Int. 2007;72(8):97784.
Rhodes, D. und Trowsdale, J. Genetics and molecular genetics of the MHC. Rev Immunogenet.
1999;1(1):2131.
Ridker, P. Role of inflammatory biomarkers in prediction of coronary heart disease. Lancet. 2001;
358:9468.
Ridker, P., Buring, J., Shih, J. et al. Prospective study of C-reactive protein and the risk of future
cardiovascular events among apparently healthy women. Circulation. 1998;98:7313.
Rie, J., Silbiger, S. und Neugarten, J. Glomerular macrophages in nephrotic serum nephritis are
activated to oxidize low-density lipoproteins. Am J Kidney Dis. 1995;26:3627.
Rigby, W., Noelle, R., Krause, K. et al. The effects of 1,25-dihydroxyvitamin D3 on human T-
lymphocyte activation and proliferation: A cell-cycle analysis. J Immunol. 1985;135:227986.
Risdon, R., Sloper, J. und de Wardener, H. Relationship between renal function and histologi-
cal changes found in renal-biopsy specimens from patients with persistent glomerular nephritis.
Lancet. 1968;2:3636.
122
8 Literaturverzeichnis
Rook, G., Taverne, J., Leveton, C. et al. The role of gamma interferon, vitamin-D3 metabolites
and tumor necrosis factor in the pathogenesis of tuberculosis. Immunology. 1987;62:22934.
Rosen, E., Beninghof, E. und Koenig, R. Dimerization interfaces of thyroid hormone, retinoic acid,
vitamin D and retinoic X receptors. J Biol Chem. 1993;268:1153441.
Rowley, R., Burkhardt, A., Chao, H. et al. Syk-proteine-tyrosine kinase is regulated by tyrosine-
phosphorylated Igα/Igβ immunoreceptor tyrosine activation motif binding and autophosphoryla-
tion. J Biol Chem. 1995;270:115904.
Ruckdeschel, K., Pfaffinger, G., Haase, R. et al. Signaling of apoptosis through TLRs critical-
ly involves Toll/IL-1 receptor domain-containing adapter inducing IFNβ, but not MyD88, in
bacteria-infected murine macrophages. J Immunol. 2004;173:33208.
Rudensky, A., Preston-Hurlburt, P., Hong, S. et al. Sequence analysis of peptides bound to MHC
class II molecules. Nature. 1991;353:6227.
Ruiz-Ortega, M., Rupurez, M. und Lorenzo, O. Angiotensin II regulates the synthesis of proin-
flammatory cytokines and chemokines in the kidney. Kidney Int. 2000;58:1222.
Saab, G., Young, D., Gincherman, Y. et al. Prevalence of vitamin D deficiency and the safety
and effectiveness of monthly ergocalciferol in hemodialysis patients. Nephron Clin Pract. 2007;
105:c1328.
Sabbatini, A., Petrini, M., Mattii, L. et al. Vitamin D binding protein is produced by human
monocytes. FEBS. 1993;323:8992.
Saitoh, S., Akashi, S., Yamada, T. et al. Lipid A anatgonist, lipid 4a, is distinct from lipid A in
interaction with Toll-like receptor4 (TLR4)-MD2 and ligand-induced TLR4 oligomerization. Int
Immunol. 2004;16(7):9619.
Sanchez, C., Domenech, N., Vazquez, J. et al. The porcine 2A10 antigen is homologous to human
CD163 and related to macrophage differentiation. J Immunol. 1999;162:52307.
Sanchez-Torres, C., Garcia-Romo, G., Comejo-Cortez, M. et al. CD16+ and CD16- human blood
monocyte subsets differentiate in vitro to dendritic cells with different abilities to stimulate CD4+
T cells. Int Immunol. 2001;13(12):157181.
Sandor, E. und Buc, M. Toll-like receptors. III. Biological significance and impact for human
medicine. Folia Biologica. 2005;51:198203.
123
8 Literaturverzeichnis
Sato, S., Sugiyama, M., Yamamoto, M. et al. Toll/IL-1 receptor domain-containing adaptor in-
ducing IFN beta (TRIF) associates with TNF-receptor-associated factor 6 and TANK-binding
kinase 1, and activates two distinct transcription factors, NF-kappa B and IFN-regulatory factor-
3, in the Toll-like receptor signaling. J Immunol. 2003;171(8):430410.
Scherberich, J. Proinflammatory blood monocytes: Main effector and target cells in systemic and
renal disease: Background and therapeutic implications. Int J Clin Pharmacol Ther. 2003;41:459
64.
Scherberich, J. und Nockher, W. Monocyte expression of CD14+, CD14+/CD16+, HLA-DR and
release of soluble CD14 (sCD14) in patients with inflammatory diseases and under acute and
chronic immunosuppression. 4th International Congress on The immune consequences of trauma,
shock and sepsis. 1997;1:33944.
Schieven, G., Kirihara, J., Burg, D. et al. p72syk tyrosine kinase is activated by oxidizing condi-
tions that induce lymphocyte tyrosine phosphorylation and Ca2+ signals. J Biol Chem. 1993;
268:1668892.
Schiff, D., Kline, L., Soldau, K. et al. Phagocytosis of gram-negative bacteria by unique CD14-
dependent mechanism. J Biol Chem. 1997;62(6):78694.
Schilling, D., Thomas, K., Nixdorff, K. et al. Toll-like receptor 4 and Toll-IL-1 receptor domain-
containing adapter protein (TIRAP)/Myeloid differentiation protein 88 adapter-like (Mal) con-
tribute to maximal IL-6 expression in macrophages. J Immunol. 2002;169:587480.
Schletter, J., Brade, H., Brade, L. et al. Binding of lipopolysaccharide (LPS) to an 80-Kilodalton
membrane protein of human cells is mediated by soluble CD14 and LPS-binding protein. Inf and
Imm. 1995;63(7):257680.
Schröder, N. und Schumann, R. Single nucleotide polymorphisms of Toll-like receptors and suscep-
tibility to infectious disease. Lancet Infect Dis. 2005;5(3):15664.
Schulman, H. The fractionation of rabbit reticulocytes in dextran densitity gradients. Biochem
Biophys Acta. 1968;148:2515.
Schumann, R., Leong, S., Flaggs, G. et al. Strucure and function of lipopolysaccharide binding
protein. Science. 1990;249:142931.
Schutt, C. und Schumann, R. The endotoxin receptor. Immun Infekt. 1993;21(2):3640.
124
8 Literaturverzeichnis
Sekine, Y., Yumioka, T., Yamamoto, T. et al. Modulation of TLR4 signaling by a novel adaptor
protein signal-transducing adaptor protein-2 in macrophages. J Immunol. 2006;176:3809.
Seya, T., Oshiumi, H., Sasai, M. et al. TICAM-1 and TICAM-2: toll-like receptor adapters that
participate in induction of type 1 interferons. J Biochem Cell Biol. 2005;37:5249.
Shappell, S., Gurpinar, T. und Lechago, J. Chronic obstructive uropathy in severe combined immu-
nodeficient (SCID) mice: lymphocyte infiltration is not required for progressive tubulointerstitial
injury. J Am Soc Nephrol. 1998;9:100817.
Shen, L., Lang, M. und Wade, W. The ins and outs of getting in: structures and signals that enhance
BCR or Fc receptor-mediated antigen presentation. Immunopharmacology. 2000;49(3):22740.
Shortman, K. Methods in enzymology, Band 108. Academic Press, London. 1984.
Silva, M., Silva, M., Nicoli, J. et al. Vitamin-D overload and experimental Trypanosoma cruzi
infection. Parasitological and histopathological aspects. Comp Biochem Physiol. 1993;104:175
81.
Silver, J., Russell, J. und Sherwood, L. Regulation by vitamin D metabolites of messenger RNA
for pre-pro-parathyroid hormone in isolated bovine parathyroid cells. Proc Natl Acad Sci USA.
1985;82:42703.
Slatopolsky, E. und Brown, A. Vitamin D analogs for the treatment of secondary hyperparathy-
roidism. Blood. 2002;20:10912.
Slatopolsky, E., Finch, J., Ritter, C. et al. A new analog of calcitriol, 19-nor-D2 suppresses para-
thyroid hormone secretion in uremic rats in the absence of hypercalcemia. Am J Kidney Dis.
1995;26:85260.
Slatopolsky, E., Weerts, C., Thieland, J. et al. Marked suppression of secondary hyperparathyroi-
dism by intravenous administration of 1,25-dihydroxycholecalciferol in uremic patients. J Clin
Invest. 1984;74:213643.
Slough, S., Servilla, K., Harford, A. et al. Association between calciphylaxis and inflammation in
two patients on chronic dialysis. Adv Perit Dial. 2006;22:1714.
Smyth, C., Logan, G., Weinberger, R. et al. Identification of a dynamic intracellular reservoir of
CD86 protein in peripheral blood monocytes that is not associated with the Golgi complex. J
Immunol. 1998;160(11):53906.
125
8 Literaturverzeichnis
Smyth, C., Logan, G., Boadle, R. et al. Differential subcellular localization of CD86 in human
PBMC-derived macrophages and DCs, and ultrastructural characterization by immuno-electron
microscopy. Int Immunol. 2004;17(2):12332.
Solomon, D., Raynal, M., Tejwani, G. et al. Activation of the fructose 1,6-bisphosphatase gene by
1,25-dihydroxyvitamin D3 during monocytic differentiation. Proc Natl Acad Sci. 1988;85:69048.
Sprague, S., Lerma, E., McCormick, D. et al. Suppression of parathyroid hormone secretion in hemo-
dialysis patients: comparison of paricalcitol with calcitriol. Am J Kidney Dis. 2001;38(5):5516.
Stefanova, I. und Horejsi, V. Association of the CD59 and CD55 cell-surface molecules. J Immunol.
1991;147:158792.
Stenvinkel, P., Heimburger, O., Paultre, F. et al. Strong association between malnutrition, inflam-
mation, and atherosclerosis in chronic renal failure. Kidney Int. 1999;55:1899911.
Stoltze, L., Nussbaum, A., Sijts, A. et al. The function of the proteasome system in MHC class I
antigen processing. Immunol Today. 2000;21:3179.
Stompor, T., Sulowicz, W., Dembinska-Kiec, A. et al. An association between body mass index and
markers of inflammation: is obesity the proinflammatory state in patients on peritoneal dialysis.
Perit Dial Int. 2003;23:7983.
Su, G., Simmons, R. und Wang, S. Lipopolysaccharide binding protein participation in cellular
activation by LPS. Crit Rev Immunology. 1995;15(3-4):20114.
Suzuki, N., Suzuki, S., Duncan, G. et al. Severe impairment of interleukin-1 and Toll-like receptor
signaling in mice lacking IRAK-4. Nature. 2002;416:7506.
Takahashi, F., Finch, J., Denda, M. et al. A new analog of 1,25(OH)2D3, 19-nor-1,25(OH)2D2, sup-
presses serum PTH and parathyroid gland growth in uremic rats without elevation of intestinal
vitamin D receptor content. Am J Kidney Dis. 1997;30:10512.
Takeda, K. Evolution and integration of innate immune recognition systems: the Toll-like receptors.
J Endotoxin Res. 2005a;11(1):515.
Takeda, K. Toll-like receptor. Nitron Rinsho Meneki Gakkai Kaishi. 2005b;28(5):30917.
Takeuchi, O., Horiuchi, T., Hoshino, K. et al. Role of TLR1 in mediating immune response to
microbial lipoproteins. J Inmunol. 2004;169(1):104.
126
8 Literaturverzeichnis
Takeuchi, O., Hoshino, K., Kawai, T. et al. Differential roles of TLR2 and TLR4 in recognition of
gram-negative and gram-positive bacterial cell wall components. Imm. 1999;11(4):44351.
Tam, F. Leukocyte adhesion molecules and kidney diseases. Kidney Int. 1994;45:1285300.
Taniguchi, T. Cytokine signaling through nonreceptor protein tyrosine kinases. Science. 1995;
268:2515.
Teng, M., Wolf, M., Ofsthun, M. et al. Activated injectable vitamin D and hemodialysis survival:
a historical cohort study. J Am Soc Nephrol. 2005;16(4):111525.
Theofan, G., Horwitz, A., Williams, R. et al. An amino-terminal fragment of human
lipopolysaccharide-binding protein retains lipid A binding but not CD14-stimulatory activity.
J Immunol. 1994;52(7):36239.
Thomas, R. und Lipsky, P. Human peripheral blood dendritic cell subsets: isolation and characte-
rization of precursor and mature antigen-presenting cells. J Immunol. 1994;153:401628.
Tobias, P. und Ulevitch, R. Lipopolysaccharide binding protein and CD14 in LPS-dependent
macrophage activation. Immunobiol. 1993;187:22732.
Tokuda, N., Kano, M., Meiri, H. et al. Calcitriol therapy modulates the cellular immune responses
in hemodialysis patients. Am J Nephrol. 2000;20:12937.
Tokuda, N. und Levy, R. 1,25-dihydroxyvitamin D3 stimulates phagocytosis but suppresses HLA-
DR and CD13 antigen expression in human mononuclear phagocytes. Proc Soc Exp Biol Med.
1996;211(3):24450.
Tokuda, N., Mizuki, N., Kasahara, M. et al. 1,25-Dihydroxyvitamin D3 down-regulation of HLA-DR
on human peripheral blood monocytes. Immunology. 1992;75:34954.
Toshchakov, V., Jones, B., Perera, P. et al. TLR4, but not TLR2, mediates IFN-beta-induced
STAT1alpha/beta-dependent gene expression in macrophages. Nat Immunol. 2002;3(4):3928.
Triantafilou, M. und Triantafilou, K. Receptor cluster formation during activation by bacterial
products. J Endotoxin Res. 2003;9(5):3315.
Troelstra, A., Antal-Szalmas, P., de Graaf-Miltenburg, L. et al. Saturable CD14-dependent binding
of Fluorescein-labeled lipopolysaccharide to human monocytes. Inf and Imm. 1997;65(6):22727.
127
8 Literaturverzeichnis
Tsujimoto, H., Ono, S., Majima, T. et al. Differential toll-like receptor expression after ex vivo
lipopolysaccharide exposure in patients with sepsis and following surgical stress. Clin Immunol.
2006;119:1807.
Tutal, E., Sezer, S., Afsar, B. et al. Additional effect of hyperparathyroidism on inflammatory
status and rHuEPO requirements in hemodialysis patients. Transplantation Proceedings. 2006;
38:280712.
Uebel, S. und Tampe, R. Specifity of the proteasome and the TAP transporter. Curr Opin Immunol.
1999;11:2038.
van-der Bruggen, T., Nijenhuis, S., van Raaij, E. et al. Lipopolysaccharide-induced tumor necro-
sis factor alpha involves the Raf-1/MEK1-MEK2/ERK1-ERK2 pathway. Inf and Imm. 1999;
67(8):38249.
Vanholder, R., van Loo, A., Dhondt, A. et al. Influence of uraemia and haemodialysis on host
defence and infection. Nephrol Dial Transplant. 1996;11:5938.
Vasselon, T., Pironkova, R. und Detmers, P. Sensitive responses of leukocytes to lipopolysaccharide
require a protein distinct from CD14 at the cell surface. J Immunol. 1997;159(9):4498505.
Viriyakosol, S. und Kirkland, T. The N-terminal half of membrane CD14 is a functional cellular
lipopolysaccharide receptor. Inf and Imm. 1996;64(2):6536.
Visintin, A., Mazzoni, A., Spitzer, J. et al. Regulation of Toll-like receptors in human monocytes
and dendritic cells. J Immunol. 2001;166:24955.
Walters, M. Newly identified actions of vitamin D endocrine system. Endocr Rev. 1992;13:71964.
Wang, S., Mak, K., Chen, L. et al. Heterogeneity of human blood monocyte: two subpopulations
with different sizes, phenotypes and functions. Immunol. 1992;77(2):298303.
Wang, X., Sada, K., Yanagi, S. et al. Intracellular calcium dependent activation of p72syk in
platelets. J Biochem. 1994;116:85861.
Wang, Y., Wang, Y. und Zheng, G. Ex vivo programmed macrophages ameliorate experimental
chronic inflammatory renal disease. Kidney Int. 2007;72:2909.
Weber, C. und Springer, T. Interaction of very late antigen-4 with VCAM-1 supports transendo-
thelial chemotaxis of monocytes by faciliating. J Immunol. 1998;161:682534.
128
8 Literaturverzeichnis
Weber, K., von Hundelshausen, P. und Clark-Lewis, I. Differential immobilization and hierarchical
involvement of chemokines in monocyte arrest and transmigration on inflamed endothelium in
shear flow. Eur J Immunol. 1999;29:70012.
Weighardt, H., Kaiser-Moore, S., Vabulas, R. et al. Cutting edge: myeloid differentiation factor
88 deficiency improves resistance against sepsis caused by polymicrobial infection. J Immunol.
2002;169:28237.
West, M., Le-Mieur, T., Clair, L. et al. Protein kinase C regulates macrophage tumor necrosis
factor secretion: direct protein kinase C activation restores tumor necrosis factor production in
endotoxin tolerance. Surgery. 1997;122:2112.
Williams, J. und Coles, G. Proteinuria - a direct cause of renal morbidity? Kidney Int. 1994;
45:44350.
Witko-Sarsat, V., Nguyen-Khoa, T. und Jungers, P. Advanced oxidation protein products as a
novel molecular basis of oxidative stress in uremia. Nephrol Dial Transplant. 1999;1:768.
Wolf, M., Shah, A., Gutierrez, O. et al. Vitamin D levels and early mortality among incident
hemodialysis patients. Kidney Int. 2007;72:100413.
Wu, L., Yang, N., Roe, C. et al. Macrophage and myofibroblast proliferation in remnant kidney:
role of Angiotensin II. Kidney Int Suppl. 1997;63:2215.
Wu-Wong, J. Vitamin D receptor: a highly versatile nuclear receptor. Kidney International. 2007;
72(3):2379.
Wu-Wong, J. und Melnick, J. Vascular calcification in chronic kidney failure: role of vitamin D
receptor. Curr Opin Investig Drugs. 2007;8(3):23747.
Wu-Wong, J., Tian, J., Nakane, M. et al. Cardiovascular disease in chronic kidney failure: the role
of VDR activators. Curr Opin Invest Drugs. 2006;7(3):20613.
Yamamoto, M., Sato, S., Hemmi, H. et al. Role of adaptor TRIF in the MyD88-independent
toll-like-receptor signaling pathway. Science. 2003;301(5633):6403.
Yamamoto, M., Sato, S., Mori, K. et al. A novel TIR domain-containig adaptor that preferentially
activates the interferon-β promoter. J Immunol. 2002a;169:666872.
Yamamoto, M., Sato, S., Mori, K. et al. A novel Toll/IL-1 receptor domain-containing adapter
that preferentially activates the IFN-β Promoter in the Toll-like receptor signaling. J Immunol.
2002b;169:666872.
129
8 Literaturverzeichnis
Yang, J. und Liu, Y. Blockage of tubular epithelial to myofibroblast transition by hepatocyte
growth factor prevents renal interstitial fibrosis. J Am Soc Nephrol. 2002;13:96107.
Yang, N., Wu, L., Nikolic-Paterson, D. et al. Local macrophage and myofibroblast proliferation in
progressive renal injury in the rat remnant kidney. Nephrol Dial Transplant. 1998a;13:196774.
Yang, R., Mark, M., Gray, A. et al. Toll like receptor-2 mediates lipopolysaccharide-induced cellular
signalling. Nature. 1998b;395(6699):2179.
Yang, S., Smith, C. und DeLuca, H. 1α,25-Dihydroxyvitamin D3 and 19-nor-1α,25 dihydroxy-
vitamin D2 suppress immunglobulin production and thymic lymphocyte proliferation in vivo.
Biochem Biophys Acta. 1993;1158:27986.
Yao, Q., Axelsson, J., Heimburger, O. et al. Systemic inflammation in dialysis patients with end-
stage renal disease: causes and consequences. Minerva Urol Nefrol. 2004;56(3):23748.
Yoshimoto, Y. und Norman, A. Biological activity of vitamin D metabolites and analogs-dose-
response study of Ca45 transport in perfused duodena from normal chicks mediated in vitro by
1,25-dihydroxyvitamin D3. J Steroid Biochem. 1986;25:9059.
Zanello, L. und Norman, A. 1α,25(OH)2 Vitamin D3 actions on ion channels in osteoblasts. Steroids.
2006;71:2917.
Zehnder, D., Bland, R., Williams, M. et al. Extrarenal expression of 25-hydroxyvitamin D3-1
alpha-hydroxylase. J Clin Endocrinol Metab. 2001;86:88894.
Zhang, D. A toll-like receptor that prevents infection by uropathogenic bacteria. Science. 2004;
303:15226.
Zhang, X., Kimura, Y., Fang, C. et al. Regulation of Toll-like receptor mediated inflammatory
response by complement in vivo. Blood. 2007;110(1):22836.
Zhou, L., Nemere, I. und Norman, A. 1,25(OH)2-Vitamin D3 analog structure-function assessment
of rapid stimulation of intestinal calcium absorption (transcaltachia). J Bone Miner Res. 1992;
7:45763.
Zhu, X., Meng, G., Dickinson, B. et al. MHC class I-related neonatal Fc receptor for IgG is
functionally expressed in monocytes, intestinal macrophages, and dendritic cells. J Immunol.
2001;166:326676.
130
8 Literaturverzeichnis
Ziegler-Heitbrock, H. Heterogeneity of human blood monocytes: the CD14+CD16+ subpopulation.
Immunol Today. 1996;17:4248.
Ziegler-Heitbrock, H., Appl, B., Käferlein, E. et al. The antibody My4 recognizes CD14 on porcine
monocytes and macrophages. Scand J Immunol. 1994a;40:50914.
Ziegler-Heitbrock, H., Fingerle, G., Strobel, M. et al. The novel subset of CD14+/CD16+ blood
monocytes exhibits features of tissue macrophages. Eur J Immunol. 1993;23(9):20538.
Ziegler-Heitbrock, H., Passlick, B. und Flieger, D. The monoclonal antimonocyte antibody My4
stains B lymphocytes and two distinct monocyte subsets in human peripheral blood. Hybridoma.
1988;7(6):5217.
Ziegler-Heitbrock, H., Schraut, W., Wendelgaß, P. et al. Distinct patterns of differentiation induced
in the monocytic cell line Mono Mac 6. J Leucoc Biol. 1994b;55:7380.
Ziegler-Heitbrock, H., Strobel, M., Fingerle, G. et al. Small (CD14+/CD16+) monocytes and
regular monocytes in human blood. Pathobiol. 1991;59(3):12730.
Ziegler-Heitbrock, H., Wedel, A., Schraut, W. et al. Tolerance to lipopolysaccharide involves mo-
bilization of nuclear factor kappa B with predominance of p50 homodimers. J Biol Chem. 1994c;
269(25):70014.
131
A Anhang
Patient PTH in pg/ml Ca in mmol/l P in mmol/l CRP in mg/dl
vorher nachher vorher nachher vorher nachher vorher nachher
Patient 1 763,1 601,6 2,11 2,31 1,5 1,3 1,8
Patient 2 624,6 380 2,11 2,45 1,8 1,9 0,6 0,5
Patient 3 313,4 194,8 2,03 2,2 1,5 2,2 0,6 3,3
Patient 4 908,6 236,5 2,59 2,44 1,6 1,6 2,3 2,0
Patient 5 1304 888,9 2,14 2,13 1,3 1,4 1,1 1,3
Patient 6 952,6 444,9 2,04 2,45 1,5 1,4 0,6 0,6
Patient 7 928,8 242,6 2,19 2,5 2,3 2,0 0,3 0,8
Patient 8 1854,36 1267,45 2,1 2,0 1,74 2,7 1,0 4,4
Patient 9 1182 641 2,02 2,34 2,5 2,6 3,3 1,0
Patient 10 321,7 269,9 2,06 2,22 3,0 3,9 0,3 0,3
Patient 11 626,3 107,9 2,17 2,5 2,0 1,5 0,4 0,3
Patient 12 562,5 55,22 2,05 2,33 1,9 2,0 1,0 0,6
Patient 13 1192 407,6 2,46 2,49 2,2 2,0
Mittelwert 887,2 441,4 2,16 2,33 1,91 2,1 1,07 1,41
SD 428,4 339,7 0,17 0,16 0,48 0,71 0,9 1,29
Maximum 1854,36 1267,45 2,59 2,5 3,0 3,9 3,3 4,4
Minimum 313,4 55,22 2,02 2,00 1,30 1,4 0,3 0,3
Median 908,6 380 2,11 2,34 1,80 2,0 0,8 0,9
Tabelle 9: PTH, Calcium (Ca), Phosphor (P) und CRP vor und nach Paricalcitol
Injektion SD- Standardabweichung
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Protein Subset vorher nachher ∆ in % p-Wert
MW SD MW SD
HLA-DR CD14++CD16- 773,8 215,6 428,5 287,1 16,5 - 92,0 < 0.1
HLA-DR CD14++CD16+ 6416,3 1525,0 3851,0 2131,1 11,0 - 81,0 < 0.1
HLA-DR CD14dimCD16+ 3239,5 975,4 1855,4 1099,2 55,0 - 90,0 n.s.
HLA-DR CD16+ 5238,6 1424,5 2957,6 1923,7 10,0 - 88,0 < 0.1
TLR2e CD14++CD16- 151,7 55,1 97,5 19,6 16,0 - 48,5 < 0.06
TLR2e CD14++CD16+ 328,8 52,8 241,4 18,9 13,0 - 32,0 < 0.06
TLR2e CD14dimCD16+ 265,3 23,6 203,0 18,6 14,0 - 28,0 < 0.06
TLR2e CD16+ 382,0 180,4 224,9 11,9 14,0 - 65,0 < 0.06
TLR2i alle n.s.
TLR4e alle n.s.
TLR4i CD14++CD16- 42,6 10,4 25,3 13,8 27,0 - 81,5 < 0.06
TLR4i CD14++CD16+ 48,6 10,8 34,1 16,1 15,0 - 69,0 < 0.06
TLR4i CD14dimCD16+ 48,9 12,1 38,5 18,0 16,5 - 62,5 < 0.1
TLR4i CD16+ 48,6 11,1 35,9 16,8 6,0 - 66,0 < 0.06
CD80 CD14++CD16- 8,0 3,7 5,2 1,6 3,0 - 45,0 < 0.06
CD80 CD14++CD16+ 13,6 7,5 10,2 4,8 6,0 - 30,0 < 0.06
CD80 CD14dimCD16+ n.s.
CD80 CD16+ 13,5 7,3 11,4 6,3 6,0 - 23,0 < 0.06
CD86 CD14++CD16- 125,8 35,9 90,1 18,3 2,0 - 53,0 < 0.06
CD86 CD14++CD16+ 197,9 41,6 165,7 40,8 13,5 - 34,5 < 0.1
CD86 CD14dimCD16+ 208,1 35,3 180,2 43,6 2,0 - 24,0 < 0.06
CD86 CD16+ 199,6 35,1 173,1 41,8 13,0 - 31,0 < 0.1
CD14 alle n.s
Tabelle 10: Expression monozytärer Aktivierungsmarker vor und nach Paricalcitol
Injektion auf monozytären Subpopulationen [MW-Mittelwert, SD-Standardabweichung,
TLR2e- TLR2 (extrazellulär), TLR4e- TLR4 (extrazellulär), n.s.- nicht signifikant, ST- Stunden,
∆- Delta]
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Subset Stimulation Trend Versuche/Gesamt ST ∆ in % p-Wert
CD14++CD16- u P ⇓ 20/22 48 32,3 - 87,7 < 0.0001
CD14++CD16+ u P ⇓ 19/22 48 13,6 - 86,4 < 0.0001
CD14dimCD16+ u P 48 n.s.
CD16+ u P ⇓ 19/22 48 15,8 - 85,3 < 0.0001
CD14++CD16- u P+L ⇓ 20/22 48 12,3 - 93,5 < 0.002
CD14++CD16+ u P+L ⇓ 19/22 48 43,3 - 88,8 < 0.002
CD14dimCD16+ u P+L 48 n.s.
CD16+ u P+L ⇓ 15/22 48 n.s.
CD14++CD16- u L ⇓ 17/19 48 11,6 - 97,7 < 0.014
CD14++CD16+ u L ⇓ 17/19 48 44,9 - 97,2 < 0.013
CD14dimCD16+ u L 48 n.s.
CD16+ u L ⇓ 16/19 48 53,8 - 97,2 < 0.014
CD14++CD16- P P+L ⇓ 14/22 48 n.s.
CD14++CD16+ P P+L ⇓ 12/22 48 n.s.
CD14dimCD16+ P P+L 48 n.s.
CD16+ P P+L ⇑ 15/22 48 23,7 -1027,9 < 0.033
CD14++CD16- P L ⇓ 16/19 48 21,4 - 90,0 < 0.027
CD14++CD16+ P L ⇓ 17/19 48 13,7 - 92,6 < 0.02
CD14dimCD16+ P L 48 n.s.
CD16+ P L ⇓ 16/19 48 51,8 - 92,0 < 0.014
CD14++CD16- P+L L ⇓ 17/19 48 1,0 - 99,0 < 0.018
CD14++CD16+ P+L L ⇓ 16/19 48 5,6 - 98,6 < 0.013
CD14dimCD16+ P+L L ⇓ 13/19 48 n.s.
CD16+ P+L L ⇓ 16/19 48 58,6 - 98,6 < 0.009
Tabelle 11: Expression von HLA-DR auf monozytären Subpopulationen im in-vitro-
Modell (48 h): Spalten 2 und 3 zeigen den Status des Monozyten (u- unstimuliert, P- Parical-
citol, P+L- Paricalcitol, L- LPS). Es wurde paarweise verglichen: Differenz = Spalte 3 - Spalte 2,
wenn negativ dann ⇓, wenn positiv dann ⇑, n.s.- nicht signifikant, ST- Stunden, ∆- Delta
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Subset Stimulation Trend Versuche/Gesamt ST ∆ in % p-Wert
CD14++CD16- u P ⇓ 24/24 72 50,9 - 97,9 < 0.0001
CD14++CD16+ u P ⇓ 23/24 72 49,3 - 97,5 < 0.0001
CD14dimCD16+ u P 72 n.s.
CD16+ u P ⇓ 23/24 72 47,5 - 97,5 < 0.0001
CD14++CD16- u P+L ⇓ 24/24 72 21,8 - 98,6 < 0.0001
CD14++CD16+ u P+L ⇓ 24/24 72 18,4 - 98,7 < 0.0001
CD14dimCD16+ u P+L ⇓ 15/21 72 n.s.
CD16+ u P+L ⇓ 23/24 72 4,8 - 98,5 < 0.0001
CD14++CD16- u L ⇓ 21/21 72 23,5 - 99,2 < 0.0001
CD14++CD16+ u L ⇓ 21/21 72 28,3 - 99,2 < 0.0001
CD14dimCD16+ u L 72 n.s.
CD16+ u L ⇓ 21/21 72 4,2 - 99,4 < 0.0001
CD14++CD16- P P+L ⇓ 17/24 72 n.s.
CD14++CD16+ P P+L ⇓ 14/24 72 n.s.
CD14dimCD16+ P P+L ⇓ 15/21 72 10,0 - 96,4 < 0.017
CD16+ P P+L ⇓ 13/24 72 n.s.
CD14++CD16- P L ⇓ 14/21 72 n.s.
CD14++CD16+ P L ⇓ 15/21 72 n.s.
CD14dimCD16+ P L ⇓ 17/21 72 20,3 - 94,6 < 0.01
CD16+ P L ⇓ 15/21 72 n.s.
CD14++CD16- P+L L 72 n.s
CD14++CD16+ P+L L 72 n.s.
CD14dimCD16+ P+L L 72 n.s.
CD16+ P+L L 72 n.s.
Tabelle 12: Expression von HLA-DR auf monozytären Subpopulationen im in-vitro-
Modell (72 h): Spalten 2 und 3 zeigen den Status des Monozyten (u- unstimuliert, P- Parical-
citol, P+L- Paricalcitol, L- LPS). Es wurde paarweise verglichen: Differenz = Spalte 3 - Spalte 2,
wenn negativ dann ⇓, wenn positiv dann ⇑, n.s.- nicht signifikant, ST-Stunden, ∆- Delta
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Subset Stimulation Trend Versuche/Gesamt ST ∆ in % p-Wert
CD14++CD16- u u ⇑ 18/20 48/72 28,7 - 351,8 < 0.0001
CD14++CD16+ u u ⇑ 18/20 48/72 37,3 - 287,1 < 0.0001
CD14dimCD16+ u u ⇑ 14/17 48/72 35,0 - 392,8 < 0.002
CD16+ u u ⇑ 18/20 48/72 47,8 - 283,7 < 0.0001
CD14++CD16- P P ⇓ 17/20 48/72 32,4 - 86,8 < 0.0001
CD14++CD16+ P P ⇓ 16/20 48/72 24,3 - 91,1 < 0.003
CD14dimCD16+ P P 48/72 n.s.
CD16+ P P ⇓ 15/20 48/72 28,0 - 90,3 < 0.018
CD14++CD16- P+L P+L ⇓ 18/20 48/72 25,7 - 94,6 < 0.0001
CD14++CD16+ P+L P+L ⇓ 18/20 48/72 17,2 - 95,7 < 0.001
CD14dimCD16+ P+L P+L ⇓ 12/17 48/72 3,0 - 94,7 < 0.068
CD16+ P+L P+L ⇓ 17/20 48/72 14,9 - 99,6 < 0.003
CD14++CD16- L L ⇓ 14/17 48/72 8,6 - 85,9 < 0.001
CD14++CD16+ L L ⇓ 15/17 48/72 5,0 - 88,2 < 0.001
CD14dimCD16+ L L 48/72 n.s.
CD16+ L L ⇓ 17/17 48/72 0,8 - 93,0 < 0.0001
Tabelle 13: Expression von HLA-DR auf monozytären Subpopulationen im in-vitro-
Modell (48/72 h): Spalten 2 und 3 zeigen den Status des Monozyten (u- unstimuliert, P-
Paricalcitol, P+L- Paricalcitol, L- LPS). Es wurde paarweise verglichen: Differenz = Spalte 3 -
Spalte 2, wenn negativ dann ⇓, wenn positiv dann ⇑, n.s.- nicht signifikant, ST- Stunden, ∆- Delta
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Subset Stimulation Trend Versuche/Gesamt ST ∆ in % p-Wert
CD14++CD16- u P ⇓ 14/15 48 26,6 - 68,2 < 0.001
CD14++CD16+ u P ⇓ 14/15 48 21,1 - 72,1 < 0.001
CD14dimCD16+ u P ⇓ 15/15 48 17,1 - 70,1 < 0.001
CD16+ u P ⇓ 14/15 48 22,5 - 71,2 < 0.001
CD14++CD16- u P+L ⇓ 12/13 48 8,1 - 72,2 < 0.002
CD14++CD16+ u P+L ⇓ 12/13 48 4,5 - 73,2 < 0.003
CD14dimCD16+ u P+L ⇓ 11/13 48 5,0 - 60,2 < 0.011
CD16+ u P+L ⇓ 12/13 48 3,3 - 67,6 < 0.002
CD14++CD16- u L ⇓ 13/15 48 4,7 - 51,6 < 0.011
CD14++CD16+ u L ⇓ 12/15 48 4,4 - 51,7 < 0.027
CD14dimCD16+ u L 48 n.s.
CD16+ u L ⇓ 12/15 48 19,5 - 50,4 < 0.027
CD14++CD16- P P+L ⇑ 8/13 48 n.s.
CD14++CD16+ P P+L ⇑ 8/13 48 n.s.
CD14dimCD16+ P P+L ⇑ 10/13 48 n.s.
CD16+ P P+L ⇑ 8/13 48 n.s.
CD14++CD16- P L ⇑ 15/15 48 32,7 - 186,7 < 0.001
CD14++CD16+ P L ⇑ 15/15 48 17,3 - 266,8 < 0.001
CD14dimCD16+ P L ⇑ 15/15 48 8,2 - 512,6 < 0.001
CD16+ P L ⇑ 15/15 48 17,8 - 275,7 < 0.001
CD14++CD16- P+L L ⇑ 12/13 48 7,8 - 118,7 < 0.002
CD14++CD16+ P+L L ⇑ 13/13 48 15,0 - 113,8 < 0.001
CD14dimCD16+ P+L L ⇑ 13/13 48 26,7 - 125,2 < 0.001
CD16+ P+L L ⇑ 13/13 48 14,0 - 107,6 < 0.001
Tabelle 14: Expression von TLR2 (extrazellulär) auf monozytären Subpopulationen im
in-vitro-Modell (48 h): Spalten 2 und 3 zeigen den Status des Monozyten (u- unstimuliert,
P- Paricalcitol, P+L- Paricalcitol, L- LPS). Es wurde paarweise verglichen: Differenz = Spalte 3 -
Spalte 2, wenn negativ dann ⇓, wenn positiv dann ⇑, n.s.- nicht signifikant, ST- Stunden, ∆- Delta
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Subset Stimulation Trend Versuche/Gesamt ST ∆ in % p-Wert
CD14++CD16- u P ⇓ 14/18 72 25,7 - 79,9 < 0.001
CD14++CD16+ u P ⇓ 18/18 72 14,6 - 80,5 < 0.0001
CD14dimCD16+ u P ⇓ 16/18 72 27,5 - 70,0 < 0.001
CD16+ u P ⇓ 18/18 72 26,5 - 79,2 < 0.0001
CD14++CD16- u P+L ⇓ 13/18 72 8,2 - 71,8 < 0.006
CD14++CD16+ u P+L ⇓ 14/18 72 8,2 - 74,6 < 0.001
CD14dimCD16+ u P+L ⇓ 13/18 72 6,9 - 73,0 < 0.005
CD16+ u P+L ⇓ 14/18 72 8,7 - 73,5 < 0.002
CD14++CD16- u L ⇓ 13/18 72 5,6 - 68,2 < 0.053
CD14++CD16+ u L ⇓ 12/18 72 28,3 - 75,0 < 0.07
CD14dimCD16+ u L ⇓ 12/18 72 3,7 - 45,9 n.s.
CD16+ u L ⇓ 12/18 72 27,7 - 74,7 < 0.1
CD14++CD16- P P+L ⇑ 16/18 72 7,2 - 91,2 < 0.003
CD14++CD16+ P P+L ⇑ 13/18 72 5,8 - 82,0 < 0.028
CD14dimCD16+ P P+L ⇑ 10/18 72 4,8 - 224,9 n.s.
CD16+ P P+L ⇑ 13/18 72 5,3 - 81,9 < 0.039
CD14++CD16- P L ⇑ 16/18 72 17,1 - 197,0 < 0.0001
CD14++CD16+ P L ⇑ 14/18 72 31,9 - 205,0 < 0.001
CD14dimCD16+ P L ⇑ 18/18 72 5,2 - 735,3 < 0.0001
CD16+ P L ⇑ 14/18 72 33,3 - 200,5 < 0.001
CD14++CD16- P+L L ⇑ 17/18 72 2,7 - 115,8 < 0.001
CD14++CD16+ P+L L ⇑ 16/18 72 8,3 - 122,6 < 0.001
CD14dimCD16+ P+L L ⇑ 18/18 72 0,1 - 354,1 < 0.0001
CD16+ P+L L ⇑ 16/18 72 21,9 - 121,7 < 0.001
Tabelle 15: Expression von TLR2 (extrazellulär) auf monozytären Subpopulationen im
in-vitro-Modell (72 h): Spalten 2 und 3 zeigen den Status des Monozyten (u- unstimuliert,
P- Paricalcitol, P+L- Paricalcitol, L- LPS). Es wurde paarweise verglichen: Differenz = Spalte 3 -
Spalte 2, wenn negativ dann ⇓, wenn positiv dann ⇑, n.s.- nicht signifikant, ST- Stunden, ∆- Delta
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Subset Stimulation Trend Versuche/Gesamt ST ∆ in % p-Wert
CD14++CD16- u u ⇑ 11/14 48/72 15,5 - 163,0 < 0.011
CD14++CD16+ u u ⇑ 12/14 48/72 7,6 - 204,7 < 0.006
CD14dimCD16+ u u ⇑ 12/14 48/72 18,3 - 122,4 < 0.006
CD16+ u u ⇑ 12/14 48/72 8,5 - 201,9 < 0.006
CD14++CD16- P P ⇑ 10/14 48/72 1,4 - 48,4 < 0.022
CD14++CD16+ P P ⇑ 11/14 48/72 3,9 - 107,1 < 0.022
CD14dimCD16+ P P 48/72 n.s.
CD16+ P P ⇑ 9/14 48/72 15,0 - 118,7 < 0.048
CD14++CD16- P+L P+L ⇑ 9/12 48/72 9,6 - 64,0 < 0.07
CD14++CD16+ P+L P+L ⇑ 9/12 48/72 3,3 - 56,8 < 0.08
CD14dimCD16+ P+L P+L 48/72 n.s.
CD16+ P+L P+L ⇑ 9/12 48/72 2,4 - 58,1 < 0.084
CD14++CD16- L L 48/72 n.s.
CD14++CD16+ L L 48/72 n.s.
CD14dimCD16+ L L 48/72 n.s.
CD16+ L L 48/72 n.s.
Tabelle 16: Expression von TLR2 (extrazellulär) auf monozytären Subpopulationen im
in-vitro-Modell (48/72 h): Spalten 2 und 3 zeigen den Status des Monozyten (u- unstimuliert,
P- Paricalcitol, P+L- Paricalcitol, L- LPS). Es wurde paarweise verglichen: Differenz = Spalte 3 -
Spalte 2, wenn negativ dann ⇓, wenn positiv dann ⇑, n.s.- nicht signifikant, ST- Stunden, ∆- Delta
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Subset Stimulation Trend Versuche/Gesamt ST ∆ in % p-Wert
CD14++CD16- u P ⇑ 13/22 48 n.s.
CD14++CD16+ u P ⇑ 12/22 48 n.s.
CD14dimCD16+ u P ⇑ 14/22 48 n.s.
CD16+ u P ⇑ 12/22 48 n.s.
CD14++CD16- u P+L 48 n.s.
CD14++CD16+ u P+L 48 n.s.
CD14dimCD16+ u P+L ⇑ 15/21 48 1,0 - 234,0 < 0.014
CD16+ u P+L 48 n.s.
CD14++CD16- u L ⇑ 14/19 48 13,4 - 86,1 < 0.011
CD14++CD16+ u L ⇑ 17/19 48 1,8 - 77,9 < 0.0001
CD14dimCD16+ u L ⇑ 18/19 48 1,7 - 104,3 < 0.0001
CD16+ u L ⇑ 16/19 48 1,0 - 75,2 < 0.0001
CD14++CD16- P P+L ⇑ 14/21 48 3,7 - 50,7 < 0.1
CD14++CD16+ P P+L ⇑ 15/21 48 1,4 - 56,0 < 0.068
CD14dimCD16+ P P+L ⇑ 16/21 48 13,5 - 81,0 < 0.068
CD16+ P P+L ⇑ 17/21 48 6,5 - 64,2 < 0.035
CD14++CD16- P L ⇑ 12/19 48 n.s.
CD14++CD16+ P L ⇑ 13/19 48 < 0.084
CD14dimCD16+ P L ⇑ 12/19 48 n.s.
CD16+ P L ⇑ 12/19 48 n.s.
CD14++CD16- P+L L 48 n.s.
CD14++CD16+ P+L L 48 n.s.
CD14dimCD16+ P+L L 48 n.s.
CD16+ P+L L 48 n.s.
Tabelle 17: Expression von TLR2 (intrazellulär) auf monozytären Subpopulstionen im
in-vitro-Modell (48 h): Spalten 2 und 3 zeigen den Status des Monozyten (u- unstimuliert,
P- Paricalcitol, P+L- Paricalcitol, L- LPS). Es wurde paarweise verglichen: Differenz = Spalte 3 -
Spalte 2, wenn negativ dann ⇓, wenn positiv dann ⇑, n.s.- nicht signifikant, ST- Stunden, ∆- Delta
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Subset Stimulation Trend Versuche/Gesamt ST ∆ in % p-Wert
CD14++CD16- u P 72 n.s.
CD14++CD16+ u P 72 n.s.
CD14dimCD16+ u P 72 n.s.
CD16+ u P 72 n.s.
CD14++CD16- u P+L 72 n.s.
CD14++CD16+ u P+L ⇓ 12/20 72 6,2 - 69,8 < 0.052
CD14dimCD16+ u P+L 72 n.s.
CD16+ u P+L 72 n.s.
CD14++CD16- u L 72 n.s.
CD14++CD16+ u L 72 n.s.
CD14dimCD16+ u L 72 n.s.
CD16+ u L 72 n.s.
CD14++CD16- P P+L 72 n.s.
CD14++CD16+ P P+L 72 n.s.
CD14dimCD16+ P P+L ⇓ 13/18 72 4,9 - 96,1 < 0.016
CD16+ P P+L 72 n.s.
CD14++CD16- P L ⇑ 10/14 72 14,5 - 69,8 < 0.03
CD14++CD16+ P L 72 n.s.
CD14dimCD16+ P L 72 n.s.
CD16+ P L 72 n.s.
CD14++CD16- P+L L 72 n.s.
CD14++CD16+ P+L L ⇑ 12/16 72 7,4 - 150,3 < 0.03
CD14dimCD16+ P+L L 72 n.s.
CD16+ P+L L 13/16 72 0,5 - 157,5 < 0.026
Tabelle 18: Expression von TLR2 (intrazellulär) auf monozytären Subpopulationen im
in-vitro-Modell (72 h): Spalten 2 und 3 zeigen den Status des Monozyten (u- unstimuliert,
P- Paricalcitol, P+L- Paricalcitol, L- LPS). Es wurde paarweise verglichen: Differenz = Spalte 3 -
Spalte 2, wenn negativ dann ⇓, wenn positiv dann ⇑, n.s.- nicht signifikant, ST- Stunden, ∆- Delta
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A Anhang
Subset Stimulation Trend Versuche/Gesamt ST ∆ in % p-Wert
CD14++CD16- u u ⇑ 11/16 48/72 9,4 - 196,9 < 0.07
CD14++CD16+ u u ⇑ 11/16 48/72 17,1 - 189,7 < 0.02
CD14dimCD16+ u u ⇑ 11/16 48/72 21,0 - 196,3 < 0.013
CD16+ u u ⇑ 11/16 48/72 17,5 - 190,4 < 0.02
CD14++CD16- P P 48/72 n.s.
CD14++CD16+ P P 48/72 n.s.
CD14dimCD16+ P P 48/72 n.s.
CD16+ P P 48/72 n.s.
CD14++CD16- P+L P+L 48/72 n.s.
CD14++CD16+ P+L P+L 48/72 n.s.
CD14dimCD16+ P+L P+L 48/72 n.s.
CD16+ P+L P+L 48/72 n.s.
CD14++CD16- L L 48/72 n.s.
CD14++CD16+ L L 48/72 n.s.
CD14dimCD16+ L L 48/72 n.s.
CD16+ L L 48/72 n.s.
Tabelle 19: Expression von TLR2 (intrazellulär) auf monozytären Subpopulstionen im
in-vitro-Modell (48/72 h): Spalten 2 und 3 zeigen den Status des Monozyten (u- unstimuliert,
P- Paricalcitol, P+L- Paricalcitol, L- LPS). Es wurde paarweise verglichen: Differenz = Spalte 3 -
Spalte 2, wenn negativ dann ⇓, wenn positiv dann ⇑, n.s.- nicht signifikant, ST- Stunden, ∆- Delta
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A Anhang
Subset Stimulation Trend Versuche/Gesamt ST ∆ in % p-Wert
CD14++CD16- u P ⇓ 10/15 48 4,9 - 48,9 < 0.15
CD14++CD16+ u P ⇓ 11/15 48 1,4 - 65,6 < 0.036
CD14dimCD16+ u P ⇓ 13/15 48 13,3 - 69,0 < 0.03
CD16+ u P ⇓ 11/15 48 1,4 - 58,9 < 0.036
CD14++CD16- u P+L 48 n.s.
CD14++CD16+ u P+L 48 n.s.
CD14dimCD16+ u P+L ⇓ 13/15 48 0,2 - 67,2 < 0.009
CD16+ u P+L 48 n.s.
CD14++CD16- u L 48 n.s.
CD14++CD16+ u L 48 n.s.
CD14dimCD16+ u L 48 n.s.
CD16+ u L 48 n.s.
CD14++CD16- P P+L 48 n.s.
CD14++CD16+ P P+L ⇑ 12/15 48 5,2 - 65,0 < 0.023
CD14dimCD16+ P P+L 48 n.s.
CD16+ P P+L ⇑ 11/15 48 2,5 - 65,9 < 0.078
CD14++CD16- P L ⇑ 11/14 48 5,0 - 66,6 < 0.064
CD14++CD16+ P L ⇑ 11/14 48 11,6 - 69,4 < 0.026
CD14dimCD16+ P L ⇑ 11/14 48 5,0 - 182,6 < 0.055
CD16+ P L ⇑ 12/14 48 9,9 - 71,3 < 0.016
CD14++CD16- P+L L ⇑ 11/14 48 2,1 - 25,1 < 0.074
CD14++CD16+ P+L L ⇑ 11/14 48 1,8 - 24,0 < 0.064
CD14dimCD16+ P+L L 48 n.s.
CD16+ P+L L ⇑ 12/14 48 8,5 - 33,4 < 0.019
Tabelle 20: Expression von TLR4 (extrazellulär) auf monozytären Subpopulationen im
in-vitro-Modell (48 h): Spalten 2 und 3 zeigen den Status des Monozyten (u- unstimuliert,
P- Paricalcitol, P+L- Paricalcitol, L- LPS). Es wurde paarweise verglichen: Differenz = Spalte 3 -
Spalte 2, wenn negativ dann ⇓, wenn positiv dann ⇑, n.s.- nicht signifikant, ST- Stunden, ∆- Delta
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A Anhang
Subset Stimulation Trend Versuche/Gesamt ST ∆ in % p-Wert
CD14++CD16- u P ⇓ 11/18 72 n.s.
CD14++CD16+ u P ⇓ 12/18 72 1,3 - 64,3 < 0.022
CD14dimCD16+ u P 72 n.s.
CD16+ u P ⇓ 12/18 72 1,8 - 64,1 < 0.025
CD14++CD16- u P+L 72 n.s.
CD14++CD16+ u P+L 72 n.s.
CD14dimCD16+ u P+L ⇓ 11/18 72 19,5 - 73,4 < 0.02
CD16+ u P+L 72 n.s.
CD14++CD16- u L 72 n.s.
CD14++CD16+ u L 72 n.s.
CD14dimCD16+ u L 72 n.s.
CD16+ u L 72 n.s.
CD14++CD16- P P+L ⇑ 11/18 72 2,6 - 70,3 < 0.038
CD14++CD16+ P P+L ⇑ 9/18 72 22,0 - 68,8 < 0.068
CD14dimCD16+ P P+L 72 n.s.
CD16+ P P+L 72 n.s.
CD14++CD16- P L 72 n.s.
CD14++CD16+ P L 72 n.s.
CD14dimCD16+ P L 72 n.s.
CD16+ P L 72 n.s.
CD14++CD16- P+L L ⇓ 14/18 72 4,7 - 52,8 < 0.006
CD14++CD16+ P+L L ⇓ 13/18 72 1,4 - 52,8 < 0.028
CD14dimCD16+ P+L L 72 n.s.
CD16+ P+L L ⇓ 13/18 72 1,8 - 51,8 < 0.049
Tabelle 21: Expression von TLR4 (extrazellulär) auf monozytären Subpopulationen im
in-vitro-Modell (72 h): Spalten 2 und 3 zeigen den Status des Monozyten (u- unstimuliert,
P- Paricalcitol, P+L- Paricalcitol, L- LPS). Es wurde paarweise verglichen: Differenz = Spalte 3 -
Spalte 2, wenn negativ dann ⇓, wenn positiv dann ⇑, n.s.- nicht signifikant, ST- Stunden, ∆- Delta
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Subset Stimulation Trend Versuche/Gesamt ST ∆ in % p-Wert
CD14++CD16- u u ⇑ 14/14 48/72 2,9 - 54,4 < 0.001
CD14++CD16+ u u ⇑ 13/14 48/72 1,5 - 53,9 < 0.001
CD14dimCD16+ u u ⇑ 12/14 48/72 18,4 - 54,6 < 0.002
CD16+ u u ⇑ 13/14 48/72 1,2 - 53,9 < 0.001
CD14++CD16- P P ⇑ 11/14 48/72 0,3 - 82,7 < 0.006
CD14++CD16+ P P ⇑ 10/14 48/72 18,1 - 116,2 < 0.008
CD14dimCD16+ P P ⇑ 12/14 48/72 6,2 - 2192,6 < 0.004
CD16+ P P ⇑ 10/14 48/72 19,1 - 110,7 < 0.008
CD14++CD16- P+L P+L ⇑ 14/14 48/72 1,8 - 66,3 < 0.001
CD14++CD16+ P+L P+L ⇑ 13/14 48/72 1,5 - 59,7 < 0.001
CD14dimCD16+ P+L P+L ⇑ 10/14 48/72 2,3 - 173,8 < 0.013
CD16+ P+L P+L ⇑ 13/14 48/72 28,1 - 67,9 < 0.001
CD14++CD16- L L ⇑ 12/13 48/72 0,8 - 46,0 < 0.007
CD14++CD16+ L L ⇑ 12/13 48/72 9,4 - 57,0 < 0.007
CD14dimCD16+ L L 48/72 n.s.
CD16+ L L ⇑ 12/13 48/72 9,9 - 57,2 < 0.007
Tabelle 22: Expression von TLR4 (extrazellulär) auf monozytären Subpopulationen im
in-vitro-Modell (48/72 h): Spalten 2 und 3 zeigen den Status des Monozyten (u- unstimuliert,
P- Paricalcitol, P+L- Paricalcitol, L- LPS). Es wurde paarweise verglichen: Differenz = Spalte 3 -
Spalte 2, wenn negativ dann ⇓, wenn positiv dann ⇑, n.s.- nicht signifikant, ST- Stunden, ∆- Delta
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A Anhang
Subset Stimulation Trend Versuche/Gesamt ST ∆ in % p-Wert
CD14++CD16- u P 48 n.s.
CD14++CD16+ u P 48 n.s.
CD14dimCD16+ u P 48 n.s.
CD16+ u P 48 n.s.
CD14++CD16- u P+L ⇑ 17/21 48 5,7 - 117,0 < 0.001
CD14++CD16+ u P+L ⇑ 20/21 48 5,5 - 129,4 < 0.0001
CD14dimCD16+ u P+L ⇑ 17/21 48 0,4 - 471,0 < 0.003
CD16+ u P+L ⇑ 20/21 48 2,0 - 127,7 < 0.0001
CD14++CD16- u L ⇑ 16/18 48 2,2 - 71,5 < 0.001
CD14++CD16+ u L ⇑ 18/18 48 4,2 - 61,5 < 0.0001
CD14dimCD16+ u L ⇑ 11/18 48 n.s.
CD16+ u L ⇑ 18/18 48 1,8 - 59,4 < 0.0001
CD14++CD16- P P+L ⇑ 14/21 48 < 0.052
CD14++CD16+ P P+L ⇑ 15/21 48 n.s.
CD14dimCD16+ P P+L ⇑ 16/21 48 n.s.
CD16+ P P+L ⇑ 15/21 48 n.s.
CD14++CD16- P L 48 n.s.
CD14++CD16+ P L 48 n.s.
CD14dimCD16+ P L 48 n.s.
CD16+ P L 48 n.s.
CD14++CD16- P+L L ⇓ 14/18 48 1,2 - 38,3 < 0.039
CD14++CD16+ P+L L ⇓ 11/18 48 n.s.
CD14dimCD16+ P+L L ⇓ 11/18 48 n.s.
CD16+ P+L L 48 n.s.
Tabelle 23: Expression von TLR4 (intrazellulär) auf monozytären Subpopulationen im
in-vitro-Modell (48 h): Spalten 2 und 3 zeigen den Status des Monozyten (u- unstimuliert,
P- Paricalcitol, P+L- Paricalcitol, L- LPS). Es wurde paarweise verglichen: Differenz = Spalte 3 -
Spalte 2, wenn negativ dann ⇓, wenn positiv dann ⇑, n.s.- nicht signifikant, ST- Stunden, ∆- Delta
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A Anhang
Subset Stimulation Trend Versuche/Gesamt ST ∆ in % p-Wert
CD14++CD16- u P 72 n.s.
CD14++CD16+ u P 72 n.s.
CD14dimCD16+ u P 72 n.s.
CD16+ u P 72 n.s.
CD14++CD16- u P+L ⇑ 14/20 72 3,7 - 112,9 < 0.007
CD14++CD16+ u P+L ⇑ 11/20 72 2,5 - 132,1 < 0.007
CD14dimCD16+ u P+L 72 n.s.
CD16+ u P+L ⇑ 11/20 72 2,0 - 124,7 < 0.07
CD14++CD16- u L 72 n.s.
CD14++CD16+ u L 72 n.s.
CD14dimCD16+ u L 72 n.s.
CD16+ u L 72 n.s.
CD14++CD16- P P+L ⇑ 14/18 72 1,8 - 67,2 < 0.022
CD14++CD16+ P P+L ⇑ 12/18 72 n.s.
CD14dimCD16+ P P+L 72 n.s.
CD16+ P P+L ⇑ 12/18 72 n.s.
CD14++CD16- P L 72 n.s.
CD14++CD16+ P L 72 n.s.
CD14dimCD16+ P L 72 n.s.
CD16+ P L 72 n.s.
CD14++CD16- P+L L ⇓ 14/16 72 1,8 - 46,5 < 0.003
CD14++CD16+ P+L L ⇓ 13/16 72 1,0 - 54,4 < 0.008
CD14dimCD16+ P+L L 72 n.s.
CD16+ P+L L ⇓ 13/16 72 6,5 - 33,0 < 0.008
Tabelle 24: Expression von TLR4 (intrazellulär) auf monozytären Subpopulationen im
in-vitro-Modell (72 h): Spalten 2 und 3 zeigen den Status des Monozyten (u- unstimuliert,
P- Paricalcitol, P+L- Paricalcitol, L- LPS). Es wurde paarweise verglichen: Differenz = Spalte 3 -
Spalte 2, wenn negativ dann ⇓, wenn positiv dann ⇑, n.s.- nicht signifikant, ST- Stunden, ∆- Delta
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A Anhang
Subset Stimulation Trend Versuche/Gesamt ST ∆ in % p-Wert
CD14++CD16- u u ⇑ 13/16 48/72 2,9 - 66,9 < 0.013
CD14++CD16+ u u ⇑ 13/16 48/72 11,9 - 73,5 < 0.004
CD14dimCD16+ u u ⇑ 13/16 48/72 3,5 - 124,0 < 0.007
CD16+ u u ⇑ 13/16 48/72 11,4 - 117,7 < 0.004
CD14++CD16- P P ⇑ 9/14 48/72 n.s.
CD14++CD16+ P P ⇑ 11/14 48/72 2,9 - 384,7 < 0.056
CD14dimCD16+ P P ⇑ 11/14 48/72 1,0 - 229,4 < 0.074
CD16+ P P ⇑ 10/14 48/72 1,8 - 299,6 < 0.056
CD14++CD16- P+L P+L ⇑ 9/15 48/72 n.s.
CD14++CD16+ P+L P+L 48/72 n.s.
CD14dimCD16+ P+L P+L 48/72 n.s.
CD16+ P+L P+L 48/72 n.s.
CD14++CD16- L L 48/72 n.s.
CD14++CD16+ L L 48/72 n.s.
CD14dimCD16+ L L 48/72 n.s.
CD16+ L L 48/72 n.s.
Tabelle 25: Expression von TLR4 (intrazellulär) auf monozytären Subpopulationen im
in-vitro-Modell (48/72 h): Spalten 2 und 3 zeigen den Status des Monozyten (u- unstimuliert,
P- Paricalcitol, P+L- Paricalcitol, L- LPS). Es wurde paarweise verglichen: Differenz = Spalte 3 -
Spalte 2, wenn negativ dann ⇓, wenn positiv dann ⇑, n.s.- nicht signifikant, ST- Stunden, ∆- Delta
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A Anhang
Subset Stimulation Trend Versuche/Gesamt ST ∆ in % p-Wert
CD14++CD16- u P ⇑ 22/22 48 89,1 - 334,3 < 0.0001
CD14++CD16+ u P ⇑ 22/22 48 90,9 - 330,4 < 0.0001
CD14dimCD16+ u P ⇑ 21/22 48 13,9 - 231,0 < 0.0001
CD16+ u P ⇑ 22/22 48 84,7 - 317,3 < 0.0001
CD14+ u P ⇑ 22/22 48 102,2 - 329,6 < 0.0001
CD14++CD16- u P+L ⇑ 20/22 48 2,9 - 409,8 < 0.0001
CD14++CD16+ u P+L ⇑ 19/22 48 115,9 - 357,2 < 0.0001
CD14dimCD16+ u P+L ⇑ 17/22 48 14,4 - 135,9 < 0.026
CD16+ u P+L ⇑ 15/22 48 76,3 - 285,1 < 0.002
CD14+ u P+L ⇑ 20/22 48 3,5 - 426,6 < 0.0001
CD14++CD16- u L ⇑ 17/19 48 29,2 - 167,3 < 0.001
CD14++CD16+ u L ⇑ 17/19 48 22,3 - 134,0 < 0.001
CD14dimCD16+ u L 48 n.s.
CD16+ u L ⇑ 15/19 48 8,0 - 118,7 < 0.003
CD14+ u L ⇑ 17/19 48 37,2 - 173,4 < 0.001
CD14++CD16- P P+L ⇑ 18/22 48 6,1 - 105,8 < 0.042
CD14++CD16+ P P+L ⇑ 16/22 48 0,7 - 74,2 < 0.082
CD14dimCD16+ P P+L ⇓ 18/22 48 5,1 -71,7 < 0.017
CD16+ P P+L 48 n.s.
CD14+ P P+L ⇑ 18/22 48 9,8 - 104,7 < 0.04
CD14++CD16- P L ⇓ 16/19 48 21,7 - 86,5 < 0.0001
CD14++CD16+ P L ⇓ 19/19 48 2,5 - 85,6 < 0.0001
CD14dimCD16+ P L ⇓ 18/19 48 10,4 - 86,9 < 0.001
CD16+ P L ⇓ 19/19 48 3,1 - 85,5 < 0.0001
CD14+ P L ⇓ 16/19 48 6,3 - 85,8 < 0.0001
CD14++CD16- P+L L ⇓ 17/19 48 30,9 - 69,6 < 0.001
CD14++CD16+ P+L L ⇓ 17/19 48 14,7 - 89,2 < 0.003
CD14dimCD16+ P+L L ⇓ 15/19 48 1,9 - 69,7 < 0.016
CD16+ P+L L 48 n.s.
CD14+ P+L L ⇓ 17/19 48 31,9 - 70,4 < 0.001
Tabelle 26: Expression von CD14 auf monozytären Subpopulationen im in-vitro-Modell
(48 h): Spalten 2 und 3 zeigen den Status des Monozyten (u- unstimuliert, P- Paricalcitol, P+L-
Paricalcitol, L- LPS). Es wurde paarweise verglichen: Differenz = Spalte 3 - Spalte 2, wenn negativ
dann ⇓, wenn positiv dann ⇑, n.s.- nicht signifikant, ST- Stunden, ∆- Delta
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A Anhang
Subset Stimulation Trend Versuche/Gesamt ST ∆ in % p-Wert
CD14++CD16- u P ⇑ 24/24 72 79,4 - 663,6 < 0.0001
CD14++CD16+ u P ⇑ 24/24 72 62,2 - 643,0 < 0.0001
CD14dimCD16+ u P ⇑ 22/24 72 12,7 - 356,7 < 0.0001
CD16+ u P ⇑ 23/24 72 40,8 - 746,5 < 0.0001
CD14+ u P ⇑ 24/24 72 75,9 - 670,5 < 0.0001
CD14++CD16- u P+L ⇑ 24/24 72 37,2 - 860,2 < 0.0001
CD14++CD16+ u P+L ⇑ 24/24 72 63,3 - 625,0 < 0.0001
CD14dimCD16+ u P+L ⇑ 20/24 72 5,9 - 653,8 < 0.0001
CD16+ u P+L ⇑ 24/24 72 5,5 - 871,1 < 0.0001
CD14+ u P+L ⇑ 24/24 72 43,4 - 888,9 < 0.0001
CD14++CD16- u L ⇑ 21/21 72 13,0 - 342,8 < 0.0001
CD14++CD16+ u L ⇑ 21/21 72 9,9 - 461,7 < 0.0001
CD14dimCD16+ u L ⇑ 18/21 72 5,7 - 249,6 < 0.001
CD16+ u L ⇑ 17/18 72 4,1 - 402,7 < 0.0001
CD14+ u L ⇑ 21/21 72 8,3 - 363,4 < 0.0001
CD14++CD16- P P+L ⇑ 18/24 72 22,8 - 132,6 < 0.002
CD14++CD16+ P P+L ⇑ 18/24 72 14,2 - 244,7 < 0.013
CD14dimCD16+ P P+L 72 n.s.
CD16+ P P+L 72 n.s.
CD14+ P P+L ⇑ 18/24 72 22,4 - 134,2 < 0.003
CD14++CD16- P L ⇓ 16/21 72 1,2 - 53,5 < 0.025
CD14++CD16+ P L ⇓ 14/21 72 3,6 - 60,6 < 0.058
CD14dimCD16+ P L 72 n.s.
CD16+ P L 72 n.s.
CD14+ P L ⇓ 15/21 72 6,3 - 56,7 < 0.035
CD14++CD16- P+L L ⇓ 19/21 72 10,6 - 65,6 < 0.0001
CD14++CD16+ P+L L ⇓ 19/21 72 13,2 - 55,1 < 0.0001
CD14dimCD16+ P+L L ⇓ 14/21 72 3,0 - 67,7 < 0.021
CD16+ P+L L ⇓ 17/21 72 10,9 - 53,9 < 0.0001
CD14+ P+L L ⇓ 19/21 72 9,8 - 64,0 < 0.0001
Tabelle 27: Expression von CD14 auf monozytären Subpopulationen im in-vitro-Modell
(72 h): Spalten 2 und 3 zeigen den Status des Monozyten (u- unstimuliert, P- Paricalcitol, P+L-
Paricalcitol, L- LPS). Es wurde paarweise verglichen: Differenz = Spalte 3 - Spalte 2, wenn negativ
dann ⇓, wenn positiv dann ⇑, n.s.- nicht signifikant, ST- Stunden, ∆- Delta
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A Anhang
Subset Stimulation Trend Versuche/Gesamt ST ∆ in % p-Wert
CD14++CD16- u u ⇑ 15/20 48/72 4,0 - 97,6 < 0.001
CD14++CD16+ u u ⇑ 14/20 48/72 5,7 - 137,1 < 0.003
CD14dimCD16+ u u 48/72 n.s.
CD16+ u u ⇑ 14/20 48/72 6,8 - 141,0 < 0.003
CD14+ u u ⇑ 15/20 48/72 6,0 - 105,8 < 0.002
CD14++CD16- P P ⇑ 15/20 48/72 1,0 - 186,8 < 0.01
CD14++CD16+ P P ⇑ 17/20 48/72 1,0 - 164,5 < 0.001
CD14dimCD16+ P P 48/72 n.s.
CD16+ P P ⇑ 15/20 48/72 1,4 - 141,5 < 0.006
CD14+ P P ⇑ 15/20 48/72 0,8 - 186,6 < 0.003
CD14++CD16- P+L P+L ⇑ 20/20 48/72 2,7 - 150,2 < 0.0001
CD14++CD16+ P+L P+L ⇑ 20/20 48/72 9,1 - 163,1 < 0.0001
CD14dimCD16+ P+L P+L ⇑ 18/20 48/72 2,5 - 151,3 < 0.0001
CD16+ P+L P+L ⇑ 19/20 48/72 6,4 - 836,8 < 0.001
CD14+ P+L P+L ⇑ 20/20 48/72 3,7 - 155,0 < 0.0001
CD14++CD16- L L ⇑ 17/17 48/72 0,4 - 232,3 < 0.0001
CD14++CD16+ L L ⇑ 17/17 48/72 2,7 - 189,3 < 0.0001
CD14dimCD16+ L L ⇑ 17/17 48/72 18,8 - 323,2 < 0.0001
CD16+ L L ⇑ 17/17 48/72 4,2 - 391,7 < 0.008
CD14+ L L ⇑ 17/17 48/72 1,8 - 190,3 < 0.0001
Tabelle 28: Expression von CD14 auf monozytären Subpopulationen im in-vitro-Modell
(48/72 h): Spalten 2 und 3 zeigen den Status des Monozyten (u- unstimuliert, P- Paricalcitol,
P+L- Paricalcitol, L- LPS). Es wurde paarweise verglichen: Differenz = Spalte 3 - Spalte 2, wenn
negativ dann ⇓, wenn positiv dann ⇑, n.s.- nicht signifikant, ST- Stunden, ∆- Delta
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A Anhang
Subset Stimulation ST MW SD Max Min Med
CD14++CD16- u 48 3134 2982 13740 756 2179
CD14++CD16- u 72 3331 3656 15586 320 2131
CD14++CD16- P 48 5526 3270 14080 1458 4714
CD14++CD16- P 72 6907 3669 15367 1478 6428
CD14++CD16- P+L 48 6526 4914 25305 2033 5922
CD14++CD16- P+L 72 7274 5224 26521 2120 6239
CD14++CD16- L 48 6778 5595 27273 2904 5314
CD14++CD16- L 72 6370 5792 28429 2252 4923
CD14++CD16+ u 48 2923 2672 12400 1004 2074
CD14++CD16+ u 72 3251 4262 21190 487 2469
CD14++CD16+ P 48 1662 1017 3663 31 1606
CD14++CD16+ P 72 1200 750 4921,2 2258 31
CD14++CD16+ P+L 48 311 260 1008 26 262
CD14++CD16+ P+L 72 763 689 2085 82 512
CD14++CD16+ L 48 2213 3304 10576 112 984
CD14++CD16+ L 72 4954 5599 19277 129 2441
CD14dimCD16+ u 48 63 37 162 7 62
CD14dimCD16+ u 72 77 68 183 5 40
CD14dimCD16+ P 48 85 79 285 4 65
CD14dimCD16+ P 72 111 171 677 3 55
CD14dimCD16+ P+L 48 95 82 293 6 84
CD14dimCD16+ P+L 72 111 113 419 12 78
CD14dimCD16+ L 48 189 198 778 31 108
CD14dimCd16+ L 72 189 131 430 26 163
CD16+ u 48 2985 2701 12560 1037 2138
CD16+ u 72 3327 4280 21346 506 2489
CD16+ P 48 1745 1060 3732 39 1647
CD16+ P 72 1310 790 2463 39 1394
CD16+ P+L 48 406 293 1098 55 366
CD16+ P+L 72 874 759 2443 109 629
CD16+ L 48 2400 3439 10903 142 1143
CD16+ L 72 5144 5658 19585 155 2691
CD14+ u 48 6101 5243 26235 2015 5822
CD14+ u 72 6638 7437 36798 823 5595
CD14+ P 48 7255 3428 15764 2253 6660
CD14+ P 72 8203 3650 17378 2253 7512
CD14+ P+L 48 6925 5004 25896 2484 6257
CD14+ P+L 72 8140 5362 27264 2265 7272
CD14+ L 48 9162 6325 28390 4120 6844
CD14+ L 72 11490 7374 33448 3433 8236
Tabelle 29: In vitro Paricalcitol: Anteil der Monozyten an den Subpopulationen in Abhängig-
keit der Stimulation nach 48 bzw. 72 Stunden [MW- Mittelwert, SD- Standardabweichung, Max-
Maximum, Min- Minimum, Med- Median, u- unstimuliert; P- Paricalcitol; P+L- Paricalcitol +
LPS; L- LPS, ST- Stunden]
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Zytokin Stimulation ST MW SD Max Min Med
IL1β u 48 3,3 3,9 11,1 0,8 2,1
IL1β u 72 3,4 3,9 11,1 0,9 1,8
IL1β P 48 24,2 40,4 105,0 1,7 7,0
IL1β P 72 179,1 425,5 1047,7 0,71 6,4
IL1β P+L 48 462,6 420,2 1070,0 2,9 374,6
IL1β P+L 72 329,9 390,3 1003,7 2,7 254,2
IL1β L 48 751,1 558,0 1308,0 42,8 840,7
IL1β L 72 554,0 385,6 1073,8 14,8 615,8
IL6 u 48 147,5 168,3 469,3 9,7 118,1
IL6 u 72 155,9 206,9 556,9 19,6 71,4
IL6 P 48 555,5 1041,1 2665,6 12,3 144,8
IL6 P 72 5125,0 12055,7 29731,5 18,8 257,1
IL6 P+L 48 12802,0 12221,3 27152,6 120,9 12839,8
IL6 P+L 72 10794,7 14099,9 35184,4 102,9 4082,1
IL6 L 48 19794,0 14160,2 36416,7 3968,6 19924,6
IL6 L 72 21676,6 12559,2 37107,4 4489,8 23360,4
IL10 u 48 1,4 0,8 2,7 0,4 1,3
IL10 u 72 0,8 0,2 1,1 0,6 0,8
IL10 P 48 3,9 5,8 14,9 0,01 1,4
IL10 P 72 43,2 102,7 252,8 0,7 1,3
IL10 P+L 48 211,6 155,7 435,6 0,3 205,7
IL10 P+L 72 163,1 192,6 523,6 0,3 131,6
IL10 L 48 243,6 130,1 440,1 58,9 247,7
IL10 L 72 155,7 109,0 353,8 38,4 139,9
TGFβ u 48 1576,8 420,2 1937,9 1069,8 1649,7
TGFβ u 72 1851,9 377,4 2211,4 1393,1 1901,4
TGFβ P 48 1441,5 431,4 2070,2 1087,6 1304,1
TGFβ P 72 2588,5 1428,1 4007,7 1347,9 2499,3
TGFβ P+L 48 1489,3 499,8 2211,4 1069,8 1338,0
TGFβ P+L 72 1930,4 705,6 2740,6 1142,8 1919,0
TGFβ L 48 2210,8 1135,1 3628,2 1142,8 2036,0
TGFβ L 72 2088,6 1392,3 4084,6 1124,1 1572,9
TNFα u 48 6,3 8,9 19,5 1,1 2,2
TNFα u 72 2,1 3,2 6,9 0,2 0,7
TNFα P 48 7,0 7,1 12,0 2,0 7,0
TNFα P 72 451,9 781,8 1354,6 0,54 0,54
TNFα P+L 48 260,0 223,0 400,0 2,9 377,0
TNFα P+L 72 96,7 163,2 285,2 1,7 3,3
TNFα L 48 1002,8 1223,4 2633,8 21,5 678,1
TNFα L 72 317,2 325,3 614,8 15,5 319,2
Tabelle 30: Zytokine - Konzentration im Überstand von IL1β, IL6, IL10, TGFβ, TNFα
nach 48 bzw. 72 Stunden in Abhängigkeit der Stimulation [MW- Mittelwert, SD- Stan-
dardabweichung, Max- Maximum, Min- Minimum, Med- Median, u- unstimuliert; P- Paricalcitol;
P+L- Paricalcitol + LPS; L- LPS, ST- Stunden]
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A Anhang
CAPD-Patient Crea in mg/dl Ca in mmol/l P in mmol/l CRP in mg/dl
Patient 1 7,43 2,39 1,3 0,7
Patient 2 2,06 1,68 1,2 2,0
Patient 3 2,65 13,41 1,3 0,5
Patient 4 2,13 15,11 1,8 0,3
Patient 5 7,84
Patient 6 2,31 7,19 1,4 0,4
Patient 7 2,56 5,44 1,4 0,3
Patient 8 5,63 0,5
Patient 9 2,02 3,93 2,2 0,3
Patient 10 2,4 7,15 1,6 0,3
Patient 11 2,08 8,3 1,2 1,3
Patient 12 2,25 6,61 1,3 0,3
Mittelwert 7,48 2,29 1,47 0,65
SD 3,68 0,22 0,32 0,54
Maximum 15,11 2,65 2,2 2,0
Minimum 1,68 2,02 1,2 0,3
Median 7,17 2,28 1,35 0,5
Tabelle 31: Blutchemische Parameter von 12 CAPD-Patienten: Mittelwert, Standardab-
weichung (SD), Maximum, Minimum, Median von Kreatinin (Crea) in mg/dl, Calcium (Ca) in
mmol/l, Phosphor (P) in mmol/l, CRP in mg/dl
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